Kraftspektroskopie mittels optischer Pinzetten zur Untersuchung einzelner Rezeptor/Ligand-Komplexe by Wagner, Carolin
Kraftspektroskopie mittels optischer
Pinzetten zur Untersuchung einzelner
Rezeptor/Ligand-Komplexe
Von der Fakultät für Physik und Geowissenschaften
der Universität Leipzig
genehmigte
D I S S E R T A T I O N
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Naturwissenschaften
Dr. rer. nat.
vorgelegt
von Diplom-Physikerin Carolin Wagner
geboren am 26.03.1985 in Augsburg
Gutachter: Prof. Dr. Friedrich Kremer
Prof. Dr. Rudolf Merkel
Tag der Verleihung: 22.04.2013

Die Erstellung dieser Arbeit erfolgte innerhalb der Graduiertenschule BuildMoNa. Die
Arbeit wurde mit Mitteln der Europäischen Union und des Freistaates Sachsen ﬁnanziert.
Bibliographische Beschreibung:
Wagner, Carolin
Kraftspektroskopie mittels optischer Pinzetten zur Untersuchung einzelner Re-
zeptor/Ligand-Komplexe
Universität Leipzig, Dissertation
168 S., 251 Lit., 74 Abb., 4 Tab., 4 Anlagen
Referat:
Optische Pinzetten stellen neuartige Werkzeuge in der Biophysik dar, die sich durch eine
außerordentliche Präzision auszeichnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden verfei-
nerte Bildanalysetechniken vorgestellt und neu entwickelt, die es erlauben, die Position eines
Mikropartikels mit einer zeitlichen Auﬂösung von 0,017 s und einer Genauigkeit von ±2 nm
in lateraler und in axialer Richtung zu bestimmen. Dies ermöglicht eine Kraftauﬂösung von
bis zu ±50 fN. Damit sind die Voraussetzungen für die Untersuchung von Rezeptor/Ligand-
Wechselwirkungen auf der Ebene einzelner Bindungsereignisse gegeben. In der vorliegenden
Arbeit werden die Wechselwirkungen zwischen den phosphorylierungsspeziﬁschen Antikörpern
HPT-101, HPT-104 und HPT-110 und Tau-Peptiden mit verschiedenen Phosphorylierungs-
mustern sowie zwischen DNA und den Proteinen TmHU und oPrPC untersucht. Die Wech-
selwirkungen zwischen Tau-Peptiden und Antikörpern werden jeweils anhand ihrer Bindungs-
häuﬁgkeit sowie der Verteilung der Abrisskräfte charakterisiert. Mit einem aus der Literatur
bekannten, theoretischen Modell werden folgende Bindungsparameter bestimmt: Lebenszeit
der unbelasteten Bindung, charakteristische Länge und freie Aktivierungsenergie der Disso-
ziation. Im Einklang mit Ergebnissen einer immunochemischen Messung werden speziﬁsche
Wechselwirkungen zwischen HPT-101 und dem biphosphorylierten Tau-Peptid sowie zwischen
HPT-104 bzw. HPT-110 und den Peptiden, die eine Phosphorylierung an Thr231 bzw. Ser235
enthalten, beobachtet. Zusätzlich ermöglicht die Einzelmolekülmethode auch eine detaillierte
Charakterisierung der unspeziﬁschen Wechselwirkungen mit den Tau-Peptiden, welche das
jeweilige speziﬁsch erkannte Phosphorylierungsmuster nicht beinhalten. Der zweite Teil der
Arbeit befasst sich mit dem Einﬂuss der Proteine TmHU und oPrPC auf einen einzelnen,
mit konstanter Kraft gehaltenen DNA-Strang. Der zeitliche Verlauf der TmHU-induzierten
Kondensationsreaktion wird bei Kräften zwischen 2 pN und 40 pN sowie in Abhängigkeit von
der Proteinkonzentration untersucht. Bei kleinen Kräften ist eine Verkürzung in zwei Phasen
auf bis zu 30% der Konturlänge zu beobachten. Unter zusätzlicher Einbeziehung der Ergeb-
nisse einer SMD-Simulation sowie einer rasterkraftmikroskopischen Untersuchung kann die
erste Phase der Verkürzung einer primären Anbindung von TmHU zugeordnet werden. Die
zweite Reaktionsphase entspricht hingegen vermutlich der Ausbildung einer Überstruktur. Die
Wechselwirkung von oPrPC mit DNA wird zusätzlich mit einer kombinierten Anordnung aus
Nanokapillare und optischer Pinzette untersucht. Dabei zeigt sich, dass ein Protein/DNA-
Komplex ausgebildet wird, der eine negative Oberﬂächenladung aufweist und sich in seinem
Volumen und seiner Ladung von reiner DNA unterscheidet. Allerdings hat oPrPC keinen Ein-
ﬂuss auf den Ende-zu-Ende-Abstand bzw. die Elastizität der DNA.
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Ala . . . . . . . . . . . . . Alanin (Aminosäure)
APP . . . . . . . . . . . Amyloid Precursor Protein
Arg . . . . . . . . . . . . Arginin (Aminosäure)
bp . . . . . . . . . . . . . . Basenpaare
Da . . . . . . . . . . . . . Atomare Masseneinheit; 1Da ≈ 1, 66 · 10−27 kg
DHS-Modell . . . . Modell zur Beschreibung der Dissoziation einer speziﬁschen Bindung
DNA . . . . . . . . . . . Desoxyribonukleinsäure
dNTP . . . . . . . . . . Desoxyribonukleosidtriphosphat
ELISA . . . . . . . . . Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Gl. . . . . . . . . . . . . . Gleichung
HPT . . . . . . . . . . . HyperPhosphorylated Tau, Bezeichnung der monoklonalen anti-Tau-Antikörper
IHF . . . . . . . . . . . . Integration Host Factor
Lys . . . . . . . . . . . . . Lysin (Aminosäure)
NFT . . . . . . . . . . . Neuroﬁbrillen aus Tau-Proteinen
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oPrPC . . . . . . . . . . Zelluläres, ovines PrP
PCR . . . . . . . . . . . Polymerasekettenreaktion
PHF . . . . . . . . . . . Gepaarte helikale Filamente des Tau-Proteins
PID-Regler . . . . . Regelkreis bestehend aus einem proportionalen, einem integralen und ei-
nem diﬀerentiellen Anteil der Verstärkung
Pro . . . . . . . . . . . . . Prolin (Aminosäure)
PrP . . . . . . . . . . . . Protein, das den Hauptbestandteil von Prionen darstellt
PrPC . . . . . . . . . . . Zelluläre Form des PrP
PrPSc . . . . . . . . . . Infektiöse Form des PrP
ROI . . . . . . . . . . . . Region Of Interest (Bereich von Interesse)
Ser . . . . . . . . . . . . . Serin (Aminosäure)
Ser235 . . . . . . . . . . Aminosäure Serin an 235. Stelle im Tau-Protein
T . . . . . . . . . . . . . . . Absolute Temperatur (in dieser Arbeit wird ein Wert von etwa 298K an-
genommen)
Thr . . . . . . . . . . . . Threonin (Aminosäure)
Thr231 . . . . . . . . . Aminosäure Threonin an 231. Stelle im Tau-Protein
TmHU . . . . . . . . . HU-Protein aus Thermotoga maritima
TSE . . . . . . . . . . . . Transmissible spongiform enzephalopathy
U . . . . . . . . . . . . . . Enzyme unit (Enzymmenge, die unter Standardbedingungen ein μmol Sub-
strat pro Minute umsetzt)
Val . . . . . . . . . . . . . Valin (Aminosäure)
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1 Einleitung
Die Entwicklung von Einzelmolekülmethoden ermöglicht neue Einblicke in zelluläre und mo-
lekulare Strukturen und Prozesse. Speziﬁsche Bindungen zwischen einzelnen Biomolekülen
weisen Bindungsenthalpien von einigen kBT auf. Da die Reichweite der beteiligten Wechsel-
wirkungen meist im Bereich einzelner Nanometer liegt, lässt sich abschätzen, dass für die
mechanische Destabilisierung einer Bindung Kräfte in der Größenordnung von Pikonewton
nötig sind [1]. Häuﬁg genutzte Techniken, die solche Kraft- und Positionsauﬂösungen ermög-
lichen, sind optische [2–5] sowie magnetische Pinzetten [3, 5–10], Rasterkraftmikroskope [11]
und die Mikropipetten-Aspirationstechnik [1, 5, 12]. In der vorliegenden Arbeit kommt eine
optische Pinzette zum Einsatz. Diese weist, bei einer Bildrate von 60Hz, eine Kraftauﬂö-
sung von bis zu ±50 fN und eine Genauigkeit in der Positionierung von Mikropartikeln von
±2 nm in lateraler und axialer Richtung auf und ist damit für den Einsatz bei dynamischen
Einzelmoleküluntersuchungen prädestiniert.
Abbildung 1.1: Bild des Kometen Hale-Bopp, aufgenommen am 04.04.1997. Es sind zwei Schweife zu sehen:
Der blaue Plasmaschweif besteht hauptsächlich aus ionisierten Molekülen, die durch den
Sonnenwind abgelenkt werden. Der weiße Staubschweif setzt sich aus kleinen Staubteilchen
zusammen, die vom Strahlungsdruck der Sonne beeinﬂusst werden. Beide Schweife zeigen
von der Sonne weg [13, 14].(Abb. aus [15])
Das Prinzip der optischen Pinzetten beruht auf photonischen Kräften. Durch deren Wir-
kung ist das Fangen von Objekten einer Größe von bis zu einigen Mikrometern mithilfe eines
stark fokussierten Laserstrahls möglich [16]. Die Entdeckung dieser Kräfte geht auf J. Kepler
zurück. Er beobachtete vor annähernd 400 Jahren, dass Kometenschweife auf allen Punkten
ihres Orbits von der Sonne weg zeigen (s. Abb. 1.1) [17, 18]. Kepler erklärte dieses Phäno-
men mit einem Druck, der vom Sonnenlicht ausgeht, und griﬀ damit zum ersten Mal die Idee
auf, dass Licht in der Lage ist, Kräfte auf Materie auszuüben [18]. 200 Jahre später leite-
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te J.C. Maxwell in seinem Werk „A Treatise on Electricity and Magnetism“ [19] her, dass
elektromagnetische Wellen einen Druck in ihrer Ausbreitungsrichtung ausüben. Darauf basie-
rend war eine quantitative Abschätzung des Strahlungsdrucks möglich, die beispielsweise von
S. Arrhenius für eine vollkommen absorbierende Kugel durchgeführt wurde [20, 21].
Eine allgemeine Lösung für die Größe der resultierenden Kräfte auf sphärische Objekte lie-
ferte P. Debye in seiner 1909 erschienenen Veröﬀentlichung zum „Lichtdruck auf Kugeln von
beliebigem Material“ [20]. Die erste experimentelle Bestätigung der Existenz des Strahlungs-
drucks wurde 1901 von P. Lebedev erbracht [22].
Der gezielte Einsatz photonischer Kräfte zur räumlichen Manipulation von Objekten setzt
einen gerichteten Strahl hoher Intensität voraus. Insofern war dies erst nach der Entwicklung
des Lasers möglich [23]. A. Ashkin entdeckte, dass sich sphärische Mikropartikel entlang der
Achse eines Laserstahles anordnen und eine Kraftwirkung in Ausbreitungsrichtung erfahren
[24]. Dadurch ist ein Fangen von Kolloiden mittels zweier Laserstrahlen mit entgegengesetzter
Richtung möglich [16, 24]. Mit einer solchen Anordnung kann beispielsweise auch die Laser-
kühlung von Atomen realisiert werden [25]. Für diese Entdeckung erhielt S. Chu im Jahr 1997
den Nobelpreis.
1986 zeigten Ashkin et al., dass sphärische Partikel mit einem einzelnen, fokussierten Laser-
strahl gehalten werden können [26]. Diese Technik entspricht der optischen Pinzette, welche
inzwischen die am häuﬁgsten eingesetzte Methode zur Manipulation einzelner Mikropartikel
mit photonischen Kräften darstellt [23].
In vielfältigen Experimenten mit optischen Pinzetten sind die Eigenschaften des sphärischen
Partikels an sich von Interesse. Die Analyse der Fluktuationen eines einzelnen Kolloids er-
möglicht beispielweise Rückschlüsse auf dessen Durchmesser sowie den Potentialverlauf der
optischen Falle [27–31]. Die Bewegung eines solchen Kolloids durch ein komplexes Fluid ergibt
deutliche Veränderungen von dessen lokaler Viskosität [32]. Dabei wurde von Ueberschär et al.
[33] beobachtet, dass eine Beschichtung von Mikropartikeln mit DNA zu einer Verringerung
des Strömungswiderstandes in λ-DNA-Lösung führt. Des Weiteren ermöglichen optische Pin-
zetten eine Untersuchung der Reaktion eines Kolloids auf zeitabhängige Potentiale [34–36]. In
einem anderen Ansatz wurden die Wechselwirkungen zwischen Mikropartikeln untersucht [37,
38]. Durch eine Beschichtung mit Polymeren lässt sich deren Einﬂuss auf die zwischen zwei
Partikeln wirkenden Kräfte in Abhängigkeit des Umgebungsmediums quantiﬁzieren [39–42].
In biophysikalischen Anwendungen dienen mit der optischen Pinzette gehaltene Mikropar-
tikel oftmals als Sonde zur Erfassung von Kräften und räumlichen Verschiebungen. Auf diese
Weise konnte die Entfaltung von Proteinen und RNA-Aptameren erzwungen werden, wor-
aus sich neue Erkenntnisse über die Energetik molekularer Faltungsprozesse ergaben [43–
47]. Ebenso war das Aufbrechen einer DNA-Doppelhelix durch das Auseinanderziehen beider
Einzelstränge möglich. Dabei zeigte sich, dass die dafür nötige Kraft von der DNA-Sequenz
abhängt [48, 49]. Andere Studien befassten sich mit den Schritten von einzelnen Motorprote-
inen [50, 51].
Der Einsatz optischer Pinzetten und anderer Einzelmolekülmethoden ermöglicht die Un-
tersuchung der elastischen Eigenschaften doppel- und einzelsträngiger DNA [49, 52–58] sowie
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deren Wechselwirkung mit DNA-bindenden Liganden [49, 59, 60]. So erlauben diese Methoden
einen detaillierten Einblick in die Wechselwirkung zwischen DNA und Transkriptionsfaktoren
[61] sowie interkalierenden Farbstoﬀen [62–64]. Aufgrund der außergewöhnlichen Auﬂösung
optischer Pinzetten bezüglich Position und Kraft gelang Wen et al. [65] die Beobachtung
der Translation an einem Ribosom auf der Ebene einzelner Codons. Des Weiteren können
durch eine Kombination der optischen Pinzette mit einer Nanopore einzelne Proteine auf
dem DNA-Molekül bei dessen elektrophoretischer Bewegung durch die Pore lokalisiert wer-
den [66, 67]. Ein spezieller Fokus liegt auf der Untersuchung des Einﬂusses von Proteinen,
denen eine Rolle in der Organisation genomischer DNA zukommt. Durch das Strecken einzel-
ner Chromatinfasern konnte beispielsweise die Dissoziation einzelner Nukleosomen im Detail
beobachtet werden [68–72]. Ebenso ergaben Einzelmolekülstudien neue Erkenntnisse über die
Wechselwirkung zwischen bakteriellen Architekturproteinen und DNA [73–76].
Die Untersuchung speziﬁscher Wechselwirkungen auf der Ebene einzelner Bindungsereignis-
se ist nicht nur im Bezug auf die Bindung von Proteinen an DNA eine Thematik besonderen
Interesses. Die dynamische Kraftspektroskopie gibt in Kombination mit theoretischen Mo-
dellen detaillierte Informationen über kinetische Parameter sowie über die Energielandschaft
intra- [77–82] und intermolekularer Bindungen [83–89]. Mit dieser Methode konnten beispiels-
weise detaillierte Erkenntnisse über die Wechselwirkungen zwischen Biotin und Avidin (bzw.
Streptavidin) [12, 90], aber auch zwischen verschiedenen Antigenen und Antikörpern [91–99]
gewonnen werden. Ebenso zeigte sich, dass die mechanische Stabilität von Proteinen durch
die Anbindung einzelner Liganden eine Änderung erfahren kann [100–102]. Zudem ermöglichte
diese Methode die Bestimmung der Stärke kovalenter Bindungen [103–105] sowie die Untersu-
chung der Wechselwirkungen zwischen zellulären Rezeptoren und deren Liganden [106–114].
Die molekulare Selektivität von speziﬁschen Bindungen ist von außerordentlicher Wichtigkeit
für alle lebenden Organismen. Beispielsweise beruhen Transportprozesse innerhalb der Zelle
sowie durch die Zellmembran, aber auch die Aktivierung von Signalkaskaden meist auf der
korrekten Erkennung des jeweiligen Liganden durch einen Rezeptor [115]. In der histologischen
Erkennung von Krankheiten kommt der speziﬁschen Erkennung eine weitere tragende Rolle
zu. Das menschliche Immunsystem ist ein eindrucksvolles Beispiel für die Präzision, die durch
das Prinzip der speziﬁschen Bindung erzielt werden kann: Dieses ermöglicht die Erkennung
eines „falschen“ Moleküls aus 109 Molekülen [1]. Dennoch besteht bei speziﬁschen Bindungen
eine Irrtumswahrscheinlichkeit. Dies bedeutet, dass der Rezeptor an einen Liganden binden
kann, für den er nicht speziﬁsch ist. Der Grund dafür ist, dass es zwischen allen Molekülen
eine Wechselwirkung gibt. Dabei besteht immer eine Wechselbeziehung zwischen der kineti-
schen Energie, die Bindungen entgegenwirkt, und zwischenmolekularen Anziehungskräften.
Insofern ist niemals eine perfekte Abgrenzung zwischen „korrekten“ und „falschen“ Liganden
möglich [116].
Immunochemische Methoden, wie beispielsweise der ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSor-
bent Assay), geben ein Maß für eine mittlere und häuﬁg relative Aﬃnität an. Im Gegensatz
dazu werden Einzelmoleküluntersuchungen genutzt, um weitergehende, quantitative Erkennt-
nisse über die Charakteristika speziﬁscher Bindungen zu erhalten. Dabei ist es schwierig ab-
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zuschätzen, inwiefern unspeziﬁsche Wechselwirkungen die Ergebnisse beeinﬂussen. Die Cha-
rakterisierung solcher Bindungen, die im ELISA nicht erkannt werden, sowie ihre Abgrenzung
zu den speziﬁschen Bindungen stellen zentrale Punkte dieser Arbeit dar.
Im ersten Teilbereich dieser Arbeit wird die phosphorylierungsabhängige Wechselwirkung zwi-
schen den monoklonalen Antikörpern HPT-101, HPT-104 und HPT-110 und synthetischen
Tau-Peptiden mit verschiedenen Phosphorylierungsmustern untersucht. Bei den Tau-Peptiden
handelt es sich um einen Ausschnitt aus dem Tau-Protein mit einer Länge von 15 Amino-
säuren. Eine Funktion dieses Proteins stellt der Aufbau sowie die Stabilisierung neuronaler
Mikrotubuli dar [117, 118]. Das Auftreten hyperphosphorylierter Formen des Tau-Proteins
ist ein Charakteristikum der Alzheimer-Krankheit. In dieser krankhaft veränderten Form ag-
gregiert das Protein zu Knäueln. Diese treten vor allem in den Bereichen des Gehirns auf,
die essentiell für kognitive Funktionen sind [118]. Dabei korrelieren Anzahl und Dichte dieser
Knäuel mit dem Fortschreiten der Krankheit. Es kommt zudem zu einem Abbau der Mikro-
tubuli, da die stabilisierende Funktion nicht länger erfüllt wird [119]. Der kausale Hintergrund
dieser Krankheit ist bislang nicht bekannt [118].
Monoklonale Antikörper können für die immunhistochemische Detektion von hyperphospho-
ryliertem Tau-Protein eingesetzt werden und sind sogar in der Lage, zwischen verschiedenen
Phosphorylierungsmustern zu unterscheiden [120]. Daraus ergibt sich ein weitreichendes Po-
tential für einen Einsatz in der Diagnostik bzw. der Therapie dieser Krankheit. Die in dieser
Arbeit untersuchten Tau-Peptide enthalten zwei wahrscheinlich Alzheimer-typische Phospho-
rylierungsstellen, Thr231 und Ser235 [121]. Nach den Ergebnissen einer Untersuchung mittels
ELISA ergibt sich, dass alle drei Antikörper an das biphosphorylierte Tau-Peptid binden.
Während HPT-101 jedoch die mono-phosphorylierten Peptide nicht erkennt, bindet HPT-104
speziﬁsch an das Tau-Peptid, das eine Phosphorylierung an Thr231 aufweist, und HPT-110
an das Peptid, das an Ser235 phosphoryliert ist [120].
In der vorliegenden Arbeit wird eine Methodik etabliert, welche die Untersuchung der Wech-
selwirkung zwischen den Tau-Peptiden und den monoklonalen Antikörpern auf der Ebene
einzelner Bindungsereignisse ermöglicht. Dabei ist das Ziel, detaillierte Erkenntnisse über die
Bindung der jeweiligen Antikörper an die verschiedenen Tau-Peptide zu erlangen. Dafür er-
folgt die Bestimmung von Bindungshäuﬁgkeiten und kinetischen Ratenkonstanten sowie die
quantitative Charakterisierung der Energielandschaften. Von besonderem Interesse ist dabei
der Einﬂuss der unspeziﬁschen Wechselwirkungen zwischen den Antikörpern und den Tau-
Peptiden, die gemäß den Ergebnissen des ELISA nicht binden.
Der zweite Teilbereich dieser Arbeit befasst sich mit der Wechselwirkung der Proteine
TmHU und oPrPC mit doppelsträngiger DNA. Bei TmHU handelt es sich um ein Histon-
ähnliches Protein aus dem hyperthermophilen Bakterium Thermotoga maritima [122]. Es
wird vermutet, dass HU-Proteine, zu denen TmHU gehört, eine Rolle in der Organisation des
bakteriellen Genoms spielen [76, 122–126]. Aufgrund der außerordentlichen Temperatursta-
bilität des Proteins (bis zu 96 ◦C) besteht zudem Grund zu der Annahme, dass TmHU eine
Funktion beim Schutz des Genoms von T. maritima vor thermischer Denaturierung zukommt
[122, 127]. TmHU bindet DNA mit hoher Aﬃnität und ohne detektierbare Sequenzspeziﬁtät
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[122, 128]. Aus der Literatur ist bekannt, dass die DNA um das Protein gebogen wird, was
eine Verdichtung des DNA-Stranges zur Folge hat [75, 122, 129].
Hier wird der Einﬂuss von TmHU auf den Ende-zu-Ende-Abstand eines einzelnen DNA-
Stranges, der mit konstanter Kraft gehalten wird, untersucht. Diese Methode ermöglicht, den
zeitlichen Verlauf der Kondensationsreaktion in Abhängigkeit von der anliegenden Kraft zu
verfolgen. Zudem wird der Einﬂuss der Proteinkonzentration analysiert. Eine zentrale Frage-
stellung ist dabei, ob der TmHU/DNA-Komplex eine Überstruktur ausbildet.
Zudem wird auch die Wechselwirkung zwischen ovinem PrPC (oPrPC) und doppelsträngiger
DNA nach analoger Vorgehensweise untersucht. Bei PrP handelt es sich um den Hauptbe-
standteil der Prionen, die mit seltenen neurodegenerativen Erkrankungen, den TSE (Trans-
missible Spongiform Encephalopathy), assoziiert werden [130]. Die infektiöse Form des Prote-
ins, PrPSc, unterscheidet sich nur in seiner Sekundärstruktur von PrPC, welches in Zellen des
Zentralnervensystems vorkommt [131–133]. In der Literatur gibt es verschiedene Hypothesen
für die Umwandlung von PrPC in PrPSc. Die sogenannte Multikomponentenhypothese besagt,
dass der Kontakt von PrPC mit Nukleinsäuren eine Rolle spielt [130, 131, 133].
Um diese Wechselwirkung zu untersuchen, wird in dieser Arbeit der Einﬂuss von oPrPC auf
den Ende-zu-Ende-Abstand eines einzelnen DNA-Stranges sowie auf dessen Kraft-Abstands-
abhängigkeit untersucht. Zudem kommt eine kombinierte Anordnung aus Nanokapillare und
optischer Pinzette zum Einsatz. Nach dem Anlegen einer Spannung wird dabei die Ände-
rung des Ionenstroms beim Eintritt eines DNA-Moleküls bzw. eines DNA/oPrPC-Komplexes
verglichen. Dabei ist das Ziel herauszuﬁnden, ob ein solcher Komplex existiert und welche
Eigenschaften er aufweist.
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Optische Pinzetten ermöglichen das berührungsfreie Halten mikroskopischer Objekte mithilfe
eines fokussierten Laserstrahls [26]. Aus der Quantenmechanik ist bekannt, dass jedem Photon
ein Impuls p = h/λ zugeordnet werden kann. Dabei stellen h das Plancksche Wirkungsquan-
tum und λ die jeweilige Wellenlänge dar. Beim Übergang des Lichtes aus dem umgebenden
Medium mit dem Brechungsindex nM in den Partikel mit dem Brechungsindex nP = nM tre-
ten Brechung, Reﬂexion und Beugung auf. Analog wird die Strahlrichtung auch beim Austritt
aus dem Objekt verändert. Aufgrund der Impulserhaltung resultieren daraus Kräfte, deren
Richtung von Form und Größe des Partikels, dem Strahlproﬁl des Lasers sowie dem Verhältnis
der Brechungsindizes m = nP/nM abhängt. Für m > 1 ist es mithilfe eines gaußförmigen,
stark fokussierten Laserstrahls möglich, dielektrische Partikel mit Durchmessern von 25 nm
bis 10μm zu halten [26].
Für Partikel mit einem Durchmesser, der deutlich größer als die Wellenlänge des Laser-
strahls λ ist (sogenannte Mie-Partikel), lassen sich die wirkenden Kräfte mithilfe von geo-
metrischer Optik bestimmen. Der Laserstrahl wird dabei in einzelne Strahlen bestimmter
Intensität zerlegt, die sich geradlinig ausbreiten, solange es keine Änderung des Brechungsin-
dex des umgebenden Mediums gibt. An Grenzﬂächen kann der Strahl durch Reﬂexion oder
Brechung seine Richtung ändern. Beugungseﬀekte werden in diesem Regime vernachlässigt
[134]. Aus Gründen der Übersichtlichkeit werden zuerst die Kräfte, die auf ein Kügelchen
mit einem Brechungsindex nP > nM in einem unfokussierten, gaußförmigen Strahl wirken,
beschrieben. Der Partikel beﬁnde sich außerhalb der optischen Achse, aber noch im Bereich
des Laserstrahls (s. Abb. 2.1). Aufgrund des Verhältnisses der Brechungsindizes wirkt das
Kügelchen dabei als Sammellinse [24].
Betrachtet werden die drei parallel einfallenden Strahlen O, Z und U, wobei Z durch den
Mittelpunkt des Partikels verläuft und O bzw. U jeweils um denselben Betrag nach oben
bzw. unten verschoben ist. Aufgrund des gaußförmigen Strahlproﬁls nimmt die Intensität
mit zunehmendem Abstand von der optischen Achse ab. Beim Eintritt in das Objekt wird
der Strahl O gebrochen. Nach dem zweiten newtonschen Gesetz wirkt dadurch eine Kraft
FO,einB , die sich aus zwei Komponenten zusammensetzt. Eine davon verläuft parallel (+z) und
die andere senkrecht zur optischen Achse, also zum Intensitätsmaximum hin (−r). Außerdem
tritt eine Teilreﬂexion des Strahls auf, die zu einer Kraft FO,einR in +z- und +r-Richtung führt.
Analog dazu lassen sich die Kräfte beim Austritt aus dem Partikel erklären. Diese bestehen
jeweils aus einer Komponente in Strahlrichtung und einer in −r-Richtung (s. Abb. 2.1). Die
radialen Anteile von FO,ausR und F
O,ein
R heben sich in erster Näherung auf. Da sie zudem um
etwa eine Größenordnung kleiner sind als die durch Brechung verursachten Kräfte [24], besteht
die resultierende Kraft FO aus je einer Komponente in Richtung des Intensitätsmaximums
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Abbildung 2.1: Ein sphärischer Partikel mit einem Brechungsindex nP > nM beﬁndet sich in einem gauß-
förmigen, unfokussierten Laserstrahl außerhalb der optischen Achse. Der Durchmesser des
Partikels sei deutlich größer als die Wellenlänge des Laserlichts. Z, O und U bezeichnen
parallel einfallende Strahlen, die durch den Mittelpunkt des Partikels verlaufen bzw. um
denselben Betrag nach oben und unten verschoben sind. Der Strahl O wird beim Eintritt
in den Partikel gebrochen und reﬂektiert. Aufgrund der Impulserhaltung resultieren dar-
aus die Kräfte FO,einB und F
O,ein
R . Analog dazu treten die Kräfte F
O,aus
B und F
O,aus
R beim
Austritt aus dem Partikel auf. Insgesamt resultiert beim Durchgang des Strahls O durch
den Partikel eine Kraft, die in +z- und −r-Richtung weist. Die beim Durchgang des Strahls
U auftretenden Kräfte wurden aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht skizziert. Wie aus
Symmetriegründen ersichtlich, zeigt die Nettokraft dabei in +z- und +r-Richtung. Ihr Be-
trag ist aufgrund des gaußschen Strahlproﬁls allerdings geringer als der bei Strahl O. Der
Strahl Z erfährt keine Richtungsänderung und führt insofern nur zu einer Kraft in Strahl-
richtung. Insgesamt erfährt der Partikel dadurch eine Kraft in −r- und +z-Richtung [24].
(Die Abbildung beruht auf einer Vorlage von A. Ashkin [24].)
und einer in Strahlrichtung [24].
Symmetrisch dazu gelten dieselben Überlegungen für den Strahl U, wodurch die Vektorsum-
me der Kräfte in +z-Richtung und weg von der optischen Achse zeigt. Deren Absolutbetrag ist
allerdings aufgrund der geringeren Strahlintensität, die aus dem gaußschen Proﬁl resultiert,
kleiner als der von FO. Der Strahl Z erfährt keine Richtungsänderung und hat insofern nur
eine Kraft in Ausbreitungsrichtung des Lasers zur Folge [24].
Summiert man nun alle Anteile auf, resultiert eine Kraft auf den Partikel, die aus der
zum Intensitätsmaximum hin wirkenden Gradientenkraft und der in Strahlrichtung wirkenden
Streukraft besteht [24]. Dabei ist die Gradientenkraft proportional zum Intensitätsgradienten,
während die Streukraft in direkter Proportionalität zur Intensität des Strahls steht [26]. Das
Fangen des Partikels in der dritten Dimension (z) wurde zuerst durch zwei entgegengesetzt
gerichtete Strahlen bzw. durch Nutzung der Schwerkraft realisiert [16].
1986 stellten Ashkin et al. eine auf einem stark fokussierten Laserstrahl basierende, drei-
dimensionale optische Falle vor [26]. Diese Umsetzung entspricht der optischen Pinzette. Der
Intensitätsgradient in Richtung der optischen Achse erzeugt dabei eine zusätzliche Gradien-
tenkraft, die bei ausreichender Fokussierung stärker als die Streukraft ist, die in Strahlrichtung
weist. Für Mie-Partikel lassen sich auch hier die wirkenden Kräfte anschaulich erläutern. Wie
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in Abb. 2.2 dargestellt, werden die einfallenden Strahlen A und B gebrochen und teilreﬂek-
tiert, wodurch ein Impulsübertrag auf den Partikel stattﬁndet. Dasselbe tritt beim Austritt
des Strahls auf. Die Brechung führt dabei zu den Kräften FA und FB, deren Summe die
Gradientenkraft F ergibt. Diese hält den Partikel in seiner Gleichgewichtsposition nahe dem
Fokus f . Die Reﬂexion hingegen führt zu einer Streukraft FR in Strahlrichtung. Diese und
andere Kräfte, wie beispielsweise die Gewichtskraft des Partikels, haben eine geringfügige
Verschiebung zwischen Fokus und Gleichgewichtsposition zur Folge. Da eine vertikale oder
horizontale Auslenkung zu einer Verstärkung der rücktreibenden Gradientenkraft führt, wird
der Partikel zurück zur Gleichgewichtslage gezogen (s. Abb. 2.2). Insofern ermöglicht es ein
fokussierter, gaußförmiger Laserstrahl, Mie-Partikel in drei Dimensionen zu fangen [26].
Abbildung 2.2: Kräfte auf einen sphärischen Partikel in einem fokussierten Laserstrahl. (a) Der Partikel
beﬁndet sich leicht unterhalb des Fokus. Die Kräfte FA und FB werden durch Brechung bei
Ein- und Austritt des Strahls hervorgerufen. Ihre Summe stellt die Gradientenkraft F dar,
die in Richtung der Gleichgewichtsposition nahe dem Fokus f wirkt. Die bei ausreichender
Fokussierung betragsmäßig kleinere Streukraft FR resultiert aus der Reﬂexion und wirkt in
Strahlrichtung. Sie hat eine geringfügige Verschiebung der Gleichgewichtslage zur Folge. (b)
Darstellung der Gradientenkräfte bei vertikaler Auslenkung nach oben. Es resultiert eine
rücktreibende Kraft F zur Gleichgewichtsposition hin. (c) Darstellung der Gradientenkräfte
bei horizontaler Auslenkung. Auch hier resultiert eine rücktreibende Kraft F zur Gleichge-
wichtsposition hin [24, 134, 135]. (Die Abbildung beruht auf einer Vorlage von A. Ashkin
[134].)
Sphärische Partikel, deren Durchmesser deutlich kleiner als die Wellenlänge des Laserstrahls
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ist (sogenannte Rayleigh-Partikel), können nicht mit geometrischer Optik beschrieben werden;
in diesem Fall erfolgt eine Betrachtung im Rahmen der Wellenoptik [26]. Dabei wird der Par-
tikel als induzierter Punktdipol in einem elektromagnetischen Feld beschrieben. Die Kraft, die
dieser Partikel erfährt, kann auch in diesem Fall in zwei Komponenten, die Streukraft FStreu
und die Gradientenkraft FGradient, zerlegt werden. Diese resultieren aus Impulsänderungen der
elektromagnetischen Welle aufgrund der Streuung am Dipol bzw. aus der Lorenzkraft, die auf
den induzierten Dipol wirkt [136]. Auch hier gilt, dass die Gradientenkraft proportional zum
Intensitätsgradienten ist, während die Streukraft in direkter Proportionalität zur Intensität
des Strahls steht. Eine stabile dreidimensionale Falle ist dabei realisierbar, wenn in axialer
Richtung die Bedingung FGradient ≥ FStreu erfüllt ist. Zudem muss die Zeit, in welcher der
Partikel in die Falle gezogen wird, deutlich kleiner sein als die, welche er braucht, um durch
brownsche Bewegung herauszudiﬀundieren. Aus dieser Bedingung resultieren Einschränkun-
gen für das Verhältnis aus Laserleistung, Partikelradius und Temperatur, bei dem ein stabiles
Halten möglich ist [26].
Die Kolloide, die in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kommen, weisen einen Durch-
messer auf, der etwa dem zweifachen der Wellenlänge des verwendeten Laserlichts entspricht.
Dementsprechend ist eine adäquate Beschreibung mithilfe der vorgestellten Modelle für Mie-
bzw. Rayleigh-Partikel nicht möglich. Um die Kraft auf sphärische Partikel beliebiger Größe zu
bestimmen, sind komplexe Modelle vonnöten, die teilweise nur eine numerische Berechnung er-
lauben. Eine Beschreibung für solche Kolloide in einem paraxialen Strahl mit beliebigem Proﬁl
ﬁndet sich beispielsweise in Ren et al. [137]. Neves et al. [138] geben zudem einen Überblick
über verschiedene Berechnungsverfahren und stellen ein Modell vor, welches die Bestimmung
axialer Kräfte in einem stark fokussierten Laserstrahl ermöglicht. Auf diese Modelle soll hier
jedoch nicht im Detail eingegangen werden.
Das Potential V (xi) für ein sphärisches Objekt in einem stark fokussierten, gaußförmigen
Laserstrahl lässt sich bei kleiner Auslenkung xi des Partikels aus der Gleichgewichtsposition
für jede Dimension i ∈ [1, 3] in guter Näherung als harmonisch beschreiben [139]:
V (xi) =
ki
2
x2i , (2.1)
wobei ki die Kraft- bzw. Federkonstante darstellt. Aufgrund von Gleichung 2.1 gilt für die
rücktreibende Kraft
F = −dV (xi)
dxi
= −kixi. (2.2)
Demnach kann die auf den Partikel wirkende Kraft nach experimenteller Bestimmung der
Kraftkonstanten bei Kenntnis der Auslenkung bestimmt werden [4, 139]. Methoden, welche
die Ermittlung von ki ermöglichen, werden in Kapitel 5.4 vorgestellt.
Die experimentelle Realisierung einer dreidimensionalen optischen Pinzette setzt eine Linse
bzw. ein Mikroskopobjektiv mit einer hohen numerischen Apertur voraus [134]. Neben dem
Fangen von Mikropartikeln ist dann auch eine Manipulation biologischer Objekte wie Zellen
oder Viren möglich [2, 140]. Die in der Falle auftretende, lokale Erwärmung hängt vom Ab-
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sorptionskoeﬃzienten des gefangenen Objekts, der Wellenlänge und der Leistungsdichte des
Lasers sowie der Art des Umgebungsmediums ab. Die Untersuchungen von Peterman et al.
[141] zeigen für Laser mit λ = 1064 nm, dass in wässriger Lösung eine Erwärmung im Fo-
kus von etwa 8K/W zu erwarten ist. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Laserleistung von
weniger als 200mW (vgl. Kapitel 5.4) ist dieser Eﬀekt in Anbetracht der Messungenauigkeit
vernachlässigbar.
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3.1 Deﬁnition einer speziﬁschen Bindung
Viele biologisch relevante Wechselwirkungen, wie beispielsweise die Bindung eines Enzyms
an ein bestimmtes Substrat oder die Erkennung von körperfremden Stoﬀen durch Anti-
körper beim Ablauf einer Immunreaktion, basieren auf dem Prinzip einer nicht-kovalenten
speziﬁschen Bindung (Rezeptor/Ligand-Bindung). Letztere setzt sich aus mehreren attrak-
tiven, kurzreichweitigen Wechselwirkungen zusammen. Dabei handelt es sich um Wasser-
stoﬀbrückenbindungen (Bindungsenergie: 1–10 kBT [142]), Van-der-Waals- (Bindungsenergie:
< 1 kBT [143]), elektrostatischen (Bindungsenergie: 4–11 kBT [144]) sowie hydrophoben (Bin-
dungsenergie: 1 kBT [144]) Wechselwirkungen. Für eine genaue Beschreibung der Eigenschaf-
ten dieser Bindungen soll hier auf die Literatur verwiesen werden [1, 145]. Da jede dieser
Wechselwirkungen in der Größenordnung von kBT liegt, reicht eine einzelne nicht für die
Formation eines langlebigen Komplexes aus. Die Bindungsstellen an Rezeptor und Ligand
sind so beschaﬀen, dass sich mehrere dieser Wechselwirkungen aufaddieren und damit eine
speziﬁsche Bindung ausbilden können. Dabei spielt die Tatsache eine Rolle, dass es sich bei
Biomolekülen (wie Proteine oder DNA) um Makromoleküle mit einer meist wohldeﬁnierten,
dreidimensionalen Struktur handelt. Eine speziﬁsche Bindung mit typischen Bindungsenergien
von 10 kBT oder mehr kann sich ausbilden, wenn die Oberﬂächen an den Bindungsstellen, die
auch Bindungstaschen genannt werden, chemisch und topologisch komplementär sind [146].
Dieses Konzept der molekularen Erkennung wird auch als Schlüssel-Schloss-Prinzip bezeich-
net. Zusätzlich wird eine speziﬁsche Bindung aber auch von Wechselwirkungen außerhalb der
Bindungstaschen beeinﬂusst, die beispielsweise zwischen der Oberﬂäche eines Antikörpers und
dem Substrat, an dem der Ligand ﬁxiert ist, auftreten. Diese basieren ebenfalls auf den oben
genannten physikalischen Wechselwirkungen [145].
Die speziﬁsche Bindung ermöglicht eine bestmögliche Speziﬁtät, aber auch Flexibilität. Ge-
rade biologische Wechselwirkungen stellen häuﬁg einzelne Schritte in einem Prozess dar (wie
z.B. die Bindung von Myosin an Aktin bei der Muskelkontraktion). Nach Abschluss dieses
Schrittes ist es unter Umständen nötig, dass die Bindung wieder dissoziiert. Dies bedeutet
auf das Beispiel der Muskelkontraktion bezogen, dass sich die Bindung wieder lösen muss,
damit eine weitere Kontraktion oder aber eine Entspannung erfolgen kann [147]. Im Ver-
gleich zu kovalenten Bindungen, die im unbelasteten Zustand Lebenszeiten von bis zu 1012
Jahren [146] aufweisen können, sind speziﬁsche, nicht-kovalente Bindungen mit Lebenszei-
ten im Bereich von Sekundenbruchteilen bis Tagen deutlich kurzlebiger [146]. Die stärkste
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bekannte nicht-kovalente Bindung stellt jene zwischen Biotin und (Strept-)Avidin dar, die
ohne Krafteinwirkung eine Lebenszeit von etwa 115 Stunden hat [148]. Die Dissoziation der
Bindung kann beispielsweise durch thermische Bewegungen oder durch Veränderungen der
Aﬃnität (hervorgerufen durch strukturelle Änderungen der Moleküle) erfolgen [147].
Im Allgemeinen muss zwischen Speziﬁtät und Aﬃnität unterschieden werden: Speziﬁtät
bedeutet, dass ein bestimmtes Molekül unter vielen erkannt wird, während die Aﬃnität di-
rekt mit der freien Bindungsenthalpie verknüpft ist. Allerdings besteht ein Zusammenhang
zwischen diesen Größen. Eine Bindung wird beispielsweise als speziﬁsch bezeichnet, wenn die
Aﬃnität des „korrekten“ Komplexes viel größer ist als die aller „falschen“ Komplexe [1]. Dar-
aus ist allerdings ersichtlich, dass eine Abhängigkeit von der Anzahl und Art der vorhandenen
„falschen“ Komplexe besteht. Davon abgesehen kann die Speziﬁtät aber auch durch die kine-
tischen Raten der Komplexbildung bzw. -dissoziation bestimmt sein [116]. Insofern zeigt sich,
dass es für die Speziﬁtät einer Bindung keine allgemeingültige Deﬁnition anhand messbarer
Größen gibt.
Die Aﬃnität einer Bindung wird über die Assoziationskonstante Ka deﬁniert, die direkt
aus dem Massenwirkungsgesetz folgt. Man betrachte folgende Reaktion:
R+ L RL. (3.1)
Liegen in einer Lösung Rezeptoren R und Liganden L der Konzentrationen [R] und [L] vor,
beschreibt das Massenwirkungsgesetz die Konzentration der Rezeptor/Ligand-Komplexe [RL]:
[R] [L]
[RL]
= Kd =
1
Ka
. (3.2)
Diese wird durch die Dissoziationskonstante Kd (in [mol] [115] bzw. [mol/L] [147]) bestimmt,
die das Inverse der Assoziationskonstante Ka = 1/Kd darstellt [115]. Allerdings muss beachtet
werden, dass diese Gleichgewichtskonstante nicht immer ausreicht, um eine Wechselwirkung
zu charakterisieren, da die wenigsten biologischen Prozesse im Gleichgewicht ablaufen [115,
149]. Bindung und Dissoziation einer speziﬁschen Wechselwirkung werden jeweils durch die
kinetischen Raten - kon bzw. koﬀ - beschrieben. Damit gilt für o.g. bimolekulare Reaktion:
d [RL]
dt
= kon [R] [L]− koﬀ [RL] . (3.3)
Daraus folgt, dass im Gleichgewicht (d [RL] /dt = 0) gilt [115]:
Ka =
kon
koﬀ
. (3.4)
Diese Beziehung verbindet die Thermodynamik im Gleichgewicht mit phänomenologischer
Kinetik [115]. Die mittlere Lebensdauer τ einer Bindung ist deﬁniert als das Inverse der
Dissoziationsrate
τ =
1
koﬀ
. (3.5)
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In einer Lösung unter (näherungsweise) Gleichgewichtsbedingungen hat die endliche Lebens-
dauer der nicht-kovalenten, speziﬁschen Wechselwirkung zur Folge, dass Rezeptoren und
Liganden ständig binden und dissoziieren. Betrachtet man hingegen nur einen einzelnen
Rezeptor/Ligand-Komplex in einer unendlich verdünnten Lösung, beﬁndet sich dieser fernab
vom Gleichgewicht und wird auf Zeitskalen, die größer als die mittlere Lebenszeit sind, nicht
von Dauer sein [150].
3.2 Theoretische Beschreibung einer idealen Bindung
Die Energielandschaft für eine einzelne Rezeptor/Ligand-Bindung in Lösung entlang der Re-
aktionskoordinate x stellt den gebundenen Zustand [RL] als tiefes Minimum dar, das durch
eine Barriere vom ungebundenen Zustand abgegrenzt ist. Die Überwindung der Barriere bei
Bindung bzw. Dissoziation ist ein stochastischer Prozess, der durch die kinetischen Raten
kon und koﬀ charakterisiert werden kann. Die Höhe der Barriere mit dem Maximum an der
Stelle xts entspricht der Aktivierungsenergie ΔG für die Dissoziation der Bindung. Wie aus
Abb. 3.1 ersichtlich, muss die Barriere auch für die Anbindung überwunden werden (ΔGb).
Die Darstellung des Potentials entlang einer eindimensionalen Reaktionskoordinate ist ein ver-
einfachtes Bild. Dabei stellt x den energetisch bevorzugten Pfad in einer mehrdimensionalen,
strukturierten Energielandschaft dar. Wird, wie im folgenden Kapitel betrachtet, zusätzlich
noch eine Kraft angelegt, legt deren Richtung häuﬁg den Pfad fest. Auch muss beachtet wer-
den, dass es sich bei der Potentialform um eine Idealisierung handelt. Da die Bindung die
Summe aus mehreren Wechselwirkungen darstellt (vgl. Kapitel 3.1), ist die wahre Energie-
landschaft strukturierter und kann auch im Einzelfall in ihrer Form geringfügig abweichen.
Dennoch lässt sich ein Großteil der untersuchten speziﬁschen Bindungen als ideale, einzelne
Bindung darstellen [85, 86, 150].
Die kinetischen Raten, mit denen die bimolekulare Reaktion abläuft, wurden von Van’t Hoﬀ
und Arrhenius phänomenologisch beschrieben. Der Ansatz geht davon aus, dass die Raten von
zwei verschiedenen Eﬀekten beeinﬂusst werden. Einerseits ist für das jeweilige System eine
bestimmte Häuﬁgkeit vorgegeben, mit der durch thermische Anregungen der Versuch unter-
nommen wird, die Barriere zu überwinden. In kondensierten Flüssigkeiten sowie innerhalb
kompakter Strukturen wie Biomolekülen, wo thermische Bewegungen durch dissipative Kolli-
sionen gedämpft sind, liegt die Zeitskala diﬀusiver Relaxation bei ∼ 10−9 s. Andererseits wird
diese Rate durch einen sogenannten Arrhenius-Faktor, der den Einﬂuss der Energiebarriere
beschreibt, exponentiell verringert. Für die in Abb. 3.1 dargestellte Energielandschaft gelten
demzufolge die Beschreibungen kon ∝ exp−ΔGb/kBT und koﬀ ∝ exp−ΔG/kBT [150].
Typische Werte für die kinetischen Raten speziﬁscher Bindungen liegen im Bereich von
1 s−1 bis zu 10−7 s−1. Damit sind diese um Größenordnungen langsamer als die thermischen
Fluktuationen [150]. Die theoretische Herleitung der Rate, mit der eine idealisierte Barriere
überwunden wird, folgt aus der Reaktionsratentheorie von Kramers [151, 152]. Diese Theorie
beschreibt die überdämpfte Kinetik chemischer Reaktionen in kondensierten Flüssigkeiten.
Sie basiert auf der Theorie über brownsche Bewegung von A. Einstein [153, 154]. Auf Zeit-
skalen, die viele thermische Anregungen beinhalten, entwickelt sich die Zustandsdichte ρ(x,t)
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Abbildung 3.1: Die Abbildung zeigt die eindimensionale Energielandschaft einer speziﬁschen Bindung. Die
Reaktionskoordinate x entspricht dabei dem bevorzugten Pfad zur Bindung bzw. Dissozia-
tion. Zwischen dem gebundenen Zustand „1“ mit der Zustandsdichte ρ1 und dem ungebun-
denen Zustand „2“ mit der Zustandsdichte ρ2 beﬁndet sich eine Energiebarriere, die in beide
Richtungen überwunden werden muss. Während Lts die Breite der Barriere darstellt, sind
fast alle gebundenen Zustände in einem Bereich, der durch die Beschränkungslänge LB ge-
geben ist, zu ﬁnden. Die kinetischen Raten der Übergänge sind durch kon und koﬀ gegeben
[150]. (Die Abbildung beruht auf Vorlagen aus Evans et al. [150].)
entsprechend der Transportgleichung von Smoluchowski [155]:
dρ
dt
= −∇J (3.6)
mit dem Fluss der Zustände J = (fext −∇G) ρ/ζ − D∇ρ, der durch eine von der Kraft fext
angetriebene Konvektion sowie den diﬀusiven Gradienten deﬁniert ist. Dabei stellt ζ den
Dämpfungskoeﬃzienten, G das molekulare Wechselwirkungspotential und D die Diﬀusions-
konstante der Zustände dar, die durch D = kBT/ζ gegeben ist [86].
Um die Assoziation bzw. Dissoziation eines Rezeptor/Ligand-Komplexes zu beschreiben, be-
trachtet man einen Übergang zwischen dem gebundenen Zustand „1“ und dem ungebundenen
Zustand „2“ (vgl. Abb. 3.1). ρ1 und ρ2 stellen dabei die entsprechenden Zustandsdichten dar.
Die Übergangsraten zwischen diesen Zuständen werden jeweils als stationärer Fluss entlang
der Reaktionskoordinate über die begrenzende Barriere angenähert. Dieser lässt sich durch die
Annahme einer Quelle am Anfangszustand und einer Senke am Endzustand (adsorbierende
Randbedingung) realisieren. Auf diese Weise ist die Zustandsdichte im Wesentlichen auf den
jeweiligen Anfangszustand „1“ bzw. „2“ beschränkt, während für den Endzustand gilt, dass
ρ2 = 0 bzw. ρ1 = 0 (je nach betrachteter Reaktionsrichtung) [86]. Auf diese Weise lassen sich
allgemeine Ausdrücke für kon und koﬀ herleiten:
koﬀ =
Dρ1
Lts
exp
−ΔG
kBT (3.7)
kon =
Dρ2
Lts
exp
−ΔGb
kBT , (3.8)
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wobei gilt, dass Lts =
∫ 2
1 dx exp
G(x)−ΔG/kBT der Barrierenbreite entspricht [86].
Basierend auf dem Konzept, dass die Dissoziation der Bindung aus der Beschränkung der
Entropie resultiert, kann die Dissoziationsrate (Gl. 3.7) weitergehend untersucht werden. Der
relevante Entropiegradient (in einer Dimension) ist durch die Zustandsdichte ρ1 am Energie-
minimum gegeben. Ist deren Ausdehnung stark beschränkt, reduziert sich die Verteilung der
Zustände massiv mit zunehmendem Abstand zum Energieminimum. Damit beﬁnden sich fast
alle Zustände in einem Bereich der Ausdehnung LB, der durch das Integral über den ersten
Zustand gegeben ist:
∫
1 ρ(x)dx ≈ 1 ≈ ρ1LB. Die Übergangsrate koﬀ wird damit durch den
folgenden Ausdruck beschrieben:
koﬀ =
1
τ
=
D
LBLts
exp
−ΔG
kBT =
1
tD
exp
−ΔG
kBT , (3.9)
mit der diﬀusiven Relaxationszeit tD = LBLts/D. Die Längen LB bzw. Lts sind mit der loka-
len Krümmung der Energielandschaft (κ = ∂2G/∂x2) am Minimum bzw. am Maximum der
Barriere verbunden. Entwickelt man den Verlauf von G(x) an den beiden Zuständen jeweils
bis zum quadratischen Term, erhält man für die Beschränkungslänge LB ≈ (2πkBT/κB)1/2
und für die Barrierenbreite Lts ≈ (2πkBT/κts)1/2. Der Vorfaktor in Gl. 3.9 kann dann folgen-
dermaßen beschrieben werden: D/(LBLts) = 1/tD = (κBκts)1/2/2πζ [86, 150, 156].
3.3 Verhalten einer speziﬁschen Bindung unter Krafteinwirkung
Die Wirkung einer konstanten Kraft auf eine einzelne Bindung verformt die Energielandschaft
derart, dass die Barrierenhöhe verringert wird; zusätzlich verändern sich möglicherweise auch
Position und Form der letzteren. Das im Folgenden beschriebene Modell von G.J. Bell [157]
vernachlässigt die letzteren Eﬀekte. Demnach verringert sich die Höhe der Barriere ΔG um
Fxts (vgl. Abb. 3.2), so dass gilt [150]:
ΔG (F ) = ΔG− Fxts. (3.10)
Dabei stellt xts den Abstand zwischen dem Energieminimum und dem Maximum der Barriere
dar1. Die Verringerung der Energiebarriere führt zu einer exponentiellen Vergrößerung der
Dissoziationsrate
koﬀ (F ) =
1
τ (F )
=
1
tD
exp
−(ΔG−Fxts)
kBT = k0oﬀ exp
Fxts
kBT . (3.11)
Die Lebenszeit bzw. Dissoziationsrate einer unbelasteten Bindung werden im Folgenden immer
mit dem Index „0“ versehen, um den Unterschied zu den Parametern unter Krafteinwirkung
kenntlich zu machen.
In den im Folgenden beschriebenen Experimenten wird die Kraft, die auf eine Bindung
1Sollte die Reaktionskoordinate des bevorzugten Pfades x nicht mit der (gemittelten) Richtung der Kraftein-
wirkung übereinstimmen, müsste xts in Gl. 3.10 durch seine Projektion auf die Zugrichtung xts cosΘ ersetzt
werden, wobei Θ dem Winkel zwischen Reaktionspfad und Kraftrichtung entspricht [150].
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Abbildung 3.2: Die Energielandschaft einer einzelnen Bindung wird durch das Anlegen einer Kraft verformt.
Durch die Kraft liegt ein zusätzliches, mechanisches Potential an, das die Dissoziation der
Bindung erleichtert, da die Barrierenwand um Fx erniednigt wird. Zur Dissoziation der
Bindung muss folglich nur noch eine Barriere der Höhe ΔG−Fxts überwunden werden [86].
(Die Abbildung beruht auf einer Vorlage von E. Evans [86].)
wirkt, kontinuierlich vergrößert. Mit steigender Belastung steigt auch die Wahrscheinlichkeit
für die Dissoziation der Bindung. Allerdings bestimmt auch die endliche, kraftabhängige Le-
benszeit einer Bindung den Zeitpunkt von deren Dissoziation. Insofern spielt die Rate, mit der
die Bindung belastet wird, die sogenannte loading rate bzw. Belastungsrate F˙ (F ) = dF/dt,
eine zentrale Rolle; sie verknüpft die Zeit, über die eine Bindung intakt ist, mit der anliegenden
Kraft. Da sich die Zeitskala der Dissoziation einer Bindung, auch unter dem Einwirken einer
(nicht zu großen) Kraft, deutlich von der diﬀusiver Relaxationen unterscheidet (s. Kapitel 3.2),
können die kinetischen Raten als stetige Funktionen der Kräfte angegeben werden. Die Wahr-
scheinlichkeit Sb, dass die Bindung zur Zeit t intakt ist, ist durch folgende Ratengleichung
gegeben:
dSb (t)
dt
= −koﬀ (t)Sb (t) + kon (t) (1− Sb (t)). (3.12)
Diese beinhaltet die Anzahl aller Übergänge über die Barriere. (1− Sb) entspricht dabei der
Wahrscheinlichkeit, dass die Bindung zur Zeit t dissoziiert vorliegt. Ist ein erneutes Binden
nach der Dissoziation unwahrscheinlich, wie bei den im Folgenden beschriebenen Experimen-
ten, fällt der zweite Term in Gl. 3.12 weg. Da t und F über die Belastungsrate miteinander
verknüpft sind, kann Gl. 3.12 auch in Abhängigkeit der Kraft angegeben werden, wobei Sb(F )
die Wahrscheinlichkeit einer intakten Bindung bei der Kraft F angibt:
dSb (F )
dF
= − 1
F˙ (F )
koﬀ (F )Sb (F ) . (3.13)
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Abbildung 3.3: (a) Die Verteilungen der Abrisskräfte p(F ) einer hypothetischen Bindung sind für die Be-
lastungsraten 20 pN/s sowie 300 pN/s dargestellt. Es liegen folgende Bindungsparameter
zugrunde: k0oﬀ = 0, 5 s
−1 und xts = 0, 3 nm. (b) Die lineare Abhängigkeit der häuﬁgsten
Abrisskraft F ∗ vom Logarithmus der Belastungsrate (Gl. 3.17) ist für das Beispiel derselben
hypothetischen Bindung dargestellt (rot). Die Belastungsraten von 20 pN/s (blau) und 300
pN/s (grün) aus (a) sind durch Vierecke hervorgehoben.
Die Verteilung der Abrisskräfte p(F ) = −dSb/dF ist durch die Wahrscheinlichkeit gege-
ben, dass ein Abriss bei einer Kraft zwischen F und F + ΔF stattﬁndet. Nach Lösen der
Diﬀerentialgleichung 3.13 erhält man damit [86]
p (F ) = −dSb
dF
=
1
F˙ (F )
koﬀ (F ) exp
[
−
∫ F
0
(
koﬀ (f) F˙ (f)
−1 df
)]
(3.14)
und nach Einsetzen der Beziehung 3.11
p (F ) =
1
F˙ (F )
k0oﬀ exp
[
Fxts
kBT
]
exp
[
−
∫ F
0
(
k0oﬀ exp
[
fxts
kBT
]
F˙ (f)−1 df
)]
. (3.15)
Das Integral kann im Fall eines linearen Kraftanstiegs, also einer kraftunabhängigen Belas-
tungsrate F˙ , analytisch gelöst werden:
p (F ) =
1
F˙
k0oﬀ exp
[
Fxts
kBT
]
exp
[
−k
0
oﬀkBT
F˙xts
(
exp
[
Fxts
kBT
]
− 1
)]
. (3.16)
Diese Beziehung ermöglicht es, aus experimentell ermittelten Abrisskräften auf charakte-
ristische Parameter der Bindung zu schließen. Zur Veranschaulichung sind in Abb. 3.3 (a)
Abrisskraftverteilungen für eine hypothetische Bindung dargestellt, wobei zwei typische Be-
lastungsraten, 20 pN/s und 300 pN/s, angenommen werden. Aus dp(F )/dF = 0 lässt sich die
häuﬁgste Abrisskraft, F ∗, ermitteln:
F ∗ =
kBT
xts
ln
(
F˙ xts
k0oﬀkBT
)
. (3.17)
Demnach besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der häuﬁgsten Abrisskraft F ∗ und
dem natürlichen Logarithmus der Belastungsrate, wie in Abb. 3.3 (b) veranschaulicht [86,
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150, 156]. Diese Theorie zur Dissoziation einer Bindung unter Krafteinwirkung wurde 1997
von Evans und Ritchie [156] entwickelt, und baut auf dem Ansatz von G.J. Bell [157] auf. Sie
wird im Folgenden als Bell-Evans-Modell bezeichnet.
3.4 Erweiterung des Bell-Evans-Modells: Das DHS-Modell
Dem Bell-Evans-Modell liegt die Annahme zugrunde, dass die Position der Energiebarriere,
xts, nicht durch den Einﬂuss einer Kraft verändert wird. Tatsächlich ﬁndet bei zunehmender
Kraft immer eine Annäherung von Barriere und energetischem Minimum statt, da diese evtl.
bei der kritischen Kraft Fcrit, bei der die Barriere verschwindet, verschmelzen. Aus diesem
Grund stellt das Bell-Evans-Modell nur bei Kräften, die deutlich kleiner sind als Fcrit, eine
gute Beschreibung dar. Das Modell von Dudko, Hummer und Szabo (DHS-Modell) [85, 158]
vermeidet diese Näherung. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Bindung bei der Kraft F reißt,
ist durch Gl. 3.15 gegeben. Allerdings wird die kraftabhängige Dissoziationsrate koﬀ (F ) nicht
durch die Beschreibung von Bell (Gl. 3.11) [157] angenähert, sondern mithilfe der Theorie von
Kramers [151] direkt für verschiedene Energielandschaften berechnet [158]. Eine analytische
Lösung existiert für die Annahme eines „zackenförmigen“ Potentials (G(x) = ΔG (x/xts)2
für x < xts und G(x) = −∞ für x ≥ xts) oder eines linear-kubischen Potentials (G(x) =
3/2ΔG (x/xts) − 2ΔG (x/xts)3) (vgl. Abb. 3.4 (a)). Daraus folgt, dass die Dissoziationsrate
im DHS-Modell, kDHSoﬀ (F ), durch
kDHSoﬀ (F ) =
1
τDHS (F )
= k0oﬀ
(
1− νFxts
ΔG
)1/ν−1
exp
[
ΔG
kBT
(
1−
(
1− νFxts
ΔG
)1/ν)]
(3.18)
gegeben ist [85, 158]. Diese Rate beinhaltet zwei zusätzliche Parameter: die freie Aktivierungs-
energie ΔG sowie den Skalierungsfaktor ν, der von der Form der zugrunde liegenden Ener-
gielandschaft abhängt: ν = 0, 5 entspricht der zackenförmigen; ν = 2/3 der linear-kubischen
Energielandschaft. Für ν = 1 erhält man das Bell-Evans-Modell (Gl. 3.11).
Um sicherzustellen, dass die durch eine Anpassung an experimentelle Daten erhaltenen Pa-
rameter unabhängig von der bei der Herleitung angenommenen Form der Energielandschaft
sind, wird empfohlen, diese Anpassung für ν = 0, 5 sowie für ν = 2/3 durchzuführen. Bei
vernachlässigbaren Abweichungen der Parameter sind die Ergebnisse des DHS-Modells zuver-
lässig [158]. Wiederum gibt es im Fall einer kraftunabhängigen Belastungsrate eine analytische
Lösung für pDHS(F ), die nach Einsetzen der Gl. 3.18 in Gl. 3.14 folgt:
pDHS(F ) =
1
F˙ τ0
{
exp
[
ΔG
kBT
(
1−
(
1− νFxts
ΔG
) 1
ν
)
−⎛⎜⎜⎝
(
−1 + exp
[
ΔG
kBT
(
1− (1− νFxtsΔG ) 1ν)]) kBT
xtsF˙ τ0
⎞⎟⎟⎠
](
1− νFxts
ΔG
)−1+ 1
ν
}
.
(3.19)
Es muss allerdings beachtet werden, dass Gl. 3.18 (für die Parameter ν = 1) nur für Kräfte
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Abbildung 3.4: (a) Die Energielandschaften, die zur Herleitung der Dissoziationsrate im DHS-Modell ver-
wendet wurden, sind für eine hypothetische Bindung (ΔG = 6 kBT ; xts = 0, 3 nm;
k0oﬀ = 0, 5 s
−1) skizziert: Das zackenförmige Potential (grün) entspricht ν = 0, 5 und das
linear-kubische (blau) entspricht ν = 2/3. Die Reaktionskoordinate x wurde so festgelegt,
dass sich der Ursprung an der Position des Energieminimums beﬁndet. (b) Die Lebenszeit
der hypothetischen Bindung τDHS (F ) nach Gl. 3.18 ist für ν = 0, 5 (blau), ν = 2/3 (grün)
und ν = 1 (rot) dargestellt. ν = 1 entspricht dem Bell-Evans-Modell.
gilt, die kleiner sind als die kritische Kraft, für welche die Barriere verschwindet:
Fcrit =
ΔG
νxts
. (3.20)
Bei dieser Kraft folgt aus Gl. 3.18 das unphysikalische Ergebnis, dass kDHSoﬀ (Fcrit) = 0 [158].
Insofern ist die Anwendung des DHS-Modells beschränkt auf moderate Belastungsraten und
Abrisskräfte, die kleiner als die kritische Kraft sind. In der Veröﬀentlichung des DHS-Modells
[158] wird argumentiert, dass diese Einschränkung nur durch eine präzisere Herleitung vermie-
den werden könne, wodurch allerdings die analytische Lösbarkeit nicht mehr gegeben wäre.
Dieses Problem besteht nicht im Bell-Evans-Modell (ν = 1).
Unterschiede zwischen dem Bell-Evans- und dem DHS-Modell zeigen sich im Mittelwert
sowie der Varianz der Abrisskräfte: Aus dem DHS-Modell folgt, dass die mittlere Abrisskraft
mit der Belastungsrate durch folgende Relation verknüpft ist: 〈F 〉 ∝
(
F˙
)ν
und, dass die Va-
rianz der Abrisskraftverteilung ebenfalls von der Belastungsrate abhängt. Letztere wäre dem
Bell-Evans-Modell nach unabhängig von F˙ . Durch diese Beziehung kann getestet werden,
ob das Bell-Evans-Modell in guter Näherung verwendet werden kann (wenn die Varianzen
bei verschiedenen Belastungsraten kaum voneinander abweichen). Generell fällt das Ergebnis
im Vergleich zum DHS-Modell für xts kleiner und das für k0oﬀ größer aus. Deutliche Abwei-
chungen zwischen den Modellen sind für mittlere bis hohe Belastungsraten sowie bei kleinen
Energiebarrieren ΔG zu erwarten [158].
Um eine Abrisskraftverteilung mittels Gl. 3.18 auszuwerten, kann diese durch Invertieren
von Gl. 3.15 in eine Abhängigkeit der Lebenszeit von der Kraft, τ(F ), umgewandelt wer-
den [85]:
τ (F ) =
∫ ∞
F
[
p (f) df
F˙ (F ) p (F )
]
. (3.21)
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Liegt p(F ) nicht kontinuierlich vor, sondern in Form eines Histogrammes, das bei F0 beginnt
und bei FN = F0 + NΔF endet und in N Klassen der Breite ΔF eingeteilt ist, wird aus
Gl. 3.21 (mit k = 1, 2, 3, ...)
τ(F0 + (k − 1
2
)ΔF ) =
(
hk
2 +
∑N
i=k+1 hi
)
ΔF
hkF˙ (F0 + (k − 12)ΔF )
. (3.22)
Die Klassenhöhe ist durch hi = Ci/ (NtotΔF ) gegeben, wobei Ci die absolute Häuﬁgkeit der
Klasse und Ntot die Gesamtzahl der Abrissereignisse darstellen [85]. Zur Veranschaulichung
ist τDHS(F ) nach Gl. 3.18 in Abb. 3.4 (b) für die hypothetische Bindung, die auch in Kapitel
3.3 angenommen wurde, skizziert.
Ausgehend von Bell-Evans- und DHS-Modell für eine einzelne ideale Bindung ﬁnden sich
in der Literatur auch Theorien für komplexere Szenarien wie Mehrfachbindungen [88, 150,
159–162] oder Energielandschaften, die mehr als eine Barriere enthalten [12, 150]. So kann
das Anlegen einer Kraft beispielsweise dazu führen, dass versteckte Barrieren zum Vorschein
kommen. Wie bereits in Kapitel 3.3 erwähnt, besteht bei komplexen Bindungen die Möglich-
keit, dass die Reaktionskoordinate nicht mit der Richtung, in welche die Kraft angelegt wird,
übereinstimmt. In diesem Fall wird eine mehrdimensionale Betrachtung nötig [163, 164]. Des
Weiteren kann die Geometrie des Reaktionspfades auch durch den Einﬂuss der Kraft verän-
dert werden. Dies führt möglicherweise zu einer völlig veränderten τ(F )-Abhängigkeit, die
nicht mehr notwendigerweise monoton fallend ist [165]. Weitergehende Theorien beinhalten,
dass ein erneutes Binden möglich ist [150, 166], was in Kapitel 3.3 ausgeschlossen wurde. Die
ausführliche Beschreibung der Theorien soll hier allerdings auf den Fall der Dissoziation einer
einzelnen idealen Bindung beschränkt bleiben.
3.5 Dynamische Kraftspektroskopie
Unter der dynamischen Kraftspektroskopie (dynamic force spectroscopy) versteht man die Un-
tersuchung der erzwungenen Dissoziation einer einzelnen Bindung unter Krafteinwirkung. Als
Pionierarbeiten dieser Methode gelten die Untersuchungen des Abrisses der Biotin/Strept-
avidin-Bindung, die 1994 unabhängig von Florin [90] und Lee [167] veröﬀentlicht wurden
[89]. Ziel der dynamischen Kraftspektroskopie ist, Rückschlüsse auf die Eigenschaften einer
inter- oder intramolekularen Bindung zu ziehen. Durch die Wirkung der Kraft wird deren
Dissoziation isoliert untersucht, was Rückschlüsse auf die kinetische Stabilität des Komplexes
ermöglicht [89]. Zudem kann damit der Einﬂuss dieser Kraft auf die Lebenszeit der Bindung
untersucht werden. Ein bekanntes Beispiel für die biologische Relevanz ist die Bindung von
Myosin an Aktin bei der Muskelkontraktion. Die dynamische Kraftspektroskopie ermöglicht
auch die gezielte Untersuchung der Bindung immobilisierter Moleküle (z.B. Membranprotei-
ne) [115].
Die Bindungsenergie einer Rezeptor/Ligand-Bindung beträgt einige kBT . Da typische Bin-
dungslängen im Nanometer-Bereich liegen, ist die Größenordnung der Abrisskräfte unter phy-
siologischen Bedingungen bei 10−12 − 10−10 N (Pikonewton-Bereich) zu erwarten. Typische
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Abbildung 3.5: Die Abbildung zeigt drei Techniken, die sich zur Durchführung von dynamischer Kraft-
spektroskopie auf Einzelmolekülbasis eignen: Optische Pinzette, Rasterkraftmikroskop und
Mikropipetten-Aspirationstechnik. Die Funktionsweise der optischen Pinzette wurde in Ka-
pitel 2 ausführlich beschrieben. Beim Rasterkraftmikroskop wird die Kraft durch einen
Cantilever übertragen, dessen Auslenkung mithilfe eines Laserstrahls durch optische Tri-
angulation bestimmt wird. Der Strahl wird dafür vom Cantilever reﬂektiert und triﬀt dann
auf eine Vierquadrantendiode. Die zu untersuchenden Moleküle werden jeweils auf der Spit-
ze des Cantilevers bzw. auf dem Substrat (z.B. einem Objektträger) immobilisiert. Bei der
Mikropipetten-Aspirationstechnik wird die Membran einer roten Blutzelle, die als Kraftson-
de dient, mit einer Mikropipette angesaugt. Über den Saugdruck kann die Steiﬁgkeit der
Kraftsonde variiert werden. Die Biomoleküle werden auf Mikroparikeln verankert, wobei
einer an der roten Blutzelle ﬁxiert und der andere mit einer Mikropipette gehalten wird [1].
Einzelmolekültechniken, die es erlauben, solche Kräfte auszuüben und zu messen, sind neben
optischen oder magnetischen Pinzetten auch Rasterkraftmikroskope oder die Mikropipetten-
Aspirationstechnik (biomembrane force probe) [12]. Bei Rasterkraftmikroskopen wird die me-
chanische Auslenkung des Cantilevers mittels der Reﬂektion eines Lasers genau detektiert,
während bei der Mikropipetten-Aspirationstechnik Biomembranen als Kraftsensor dienen, die
mit einer Mikropipette unter Spannung gesetzt werden [1] (s. Abb. 3.5).
Zur Durchführung der dynamischen Kraftspektroskopie ist es vonnöten, die interagierenden
Moleküle auf Mikropartikeln oder Objektträgern zu verankern. Die Verankerung muss deut-
lich stärker binden als die zu untersuchende Bindung, damit die Dissoziation der letzteren
beobachtet werden kann. Dies kann z.B. durch eine kovalente Immobilisierung erreicht wer-
den. Die Dissoziation wird dann durch stetiges Vergrößern des Abstandes zwischen Kraftsonde
und Substrat erreicht [168]. Da das Reißen der Bindung ein stochastischer Prozess ist, ist die
Wahrscheinlichkeit der Abrisskräfte durch eine Dichtefunktion (p(F ), Gl. 3.14) beschrieben.
In anderen experimentellen Ansätzen kann auch eine konstante Kraft angelegt werden, dann
wird die Zeit bis zum Abriss der Bindung ausgewertet [85].
Wie in den Kapiteln 3.3 und 3.4 gezeigt wurde, hängt die Verteilung der Abrisskräfte von
der Belastungsrate ab. Aus diesem Grund kann eine Bindung z.B. nicht durch eine „mittlere
Abrisskraft“ charakterisiert werden. Durch eine Analyse der Abrisskraftverteilungen anhand
der in Kapitel 3.3 bzw. 3.4 vorgestellten Modelle erhält man die Dissoziationsrate k0oﬀ bzw. die
Lebenszeit der Bindung τ0, die charakteristische Länge xts und, bei Nutzung des DHS-Modells,
auch die freie Aktivierungsenergie ΔG. Diese Parameter sind charakteristisch für die jeweilige
Bindung. Für die Auswertung gibt es verschiedene Methoden. Ein häuﬁg verwendeter Ansatz
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basiert auf dem Bell-Evans-Modell. Dabei wird die mittlere bzw. häuﬁgste Abrisskraft über
dem natürlichen Logarithmus der Belastungsrate aufgetragen. Die Bindungsparameter können
dann durch eine lineare Anpassung und Gl. 3.17 bestimmt werden. Die Bestimmung kann
aber auch direkt durch Anpassung von p(F ) nach dem Bell-Evans- (Gl. 3.16) bzw. dem DHS-
Modell (Gl. 3.19) an das experimentell ermittelte Histogramm der Abrisskräfte erfolgen. Eine
weitere Methode ist, dieses Histogramm mittels Gl. 3.22 in τ(F ) umzuwandeln und danach
die theoretische Beschreibung für τDHS(F ) nach Gl. 3.18 anzupassen. In der Literatur sind
weitere Methoden beschrieben, die die Bestimmung der Parameter auf verschiedene Weise
verfeinern können [87, 169–174].
Bei der Verwendung von ﬂexiblen Verbindungsmolekülen (Linker) muss allerdings beachtet
werden, dass die Belastungsrate in einem Experiment mit konstanter Ziehgeschwindigkeit von
der anliegenden Kraft abhängt, also nicht mehr konstant ist. F˙ (F ) ist für weiche Biomoleküle
durch das Modell der idealen oder der wurmartigen Kette gegeben (s. Kapitel 4.2.1) [85, 150,
175, 176]. Nach Einsetzen dieser Abhängigkeit in Gl. 3.14 ist die Verwendung der analyti-
schen Lösungen für p(F ) aus den Kapiteln 3.3 und 3.4 nicht mehr möglich - in diesem Falle
muss Gl. 3.14 erneut gelöst bzw. numerisch angepasst werden. Alternativ kann F˙ (F ) bei der
Berechnung von τ(F ) mittels Gl. 3.22 eingebunden werden [85].
Mittels dynamischer Kraftspektroskopie kann die Dynamik der Dissoziation einer einzel-
nen Bindung und die zugrunde liegende Energielandschaft untersucht werden. Wie in Kapitel
3.1 beschrieben, ist die Aﬃnität zwischen Rezeptor und Ligand jedoch durch das Verhält-
nis der Dissoziationsrate koﬀ und der Assoziationsrate kon gegeben. Die Assoziationsrate für
freie Moleküle setzt sich aus Translations- und Rotationsdiﬀusion des Liganden zusammen,
so dass die korrekte Ausrichtung für die Bindung erreicht wird. In typischen Experimenten
der dynamischen Kraftspektroskopie werden die interagierenden Moleküle durch Annähern
von Substrat und Kraftsonde in Kontakt gebracht, weshalb Rückschlüsse auf die Assoziati-
onsrate nur bedingt möglich sind. Allerdings kann angenommen werden, dass sich diese Raten
für kleine Moleküle kaum unterscheiden. Im Gegensatz dazu hängt die Dissoziationsrate von
Anzahl und Art aller Wechselwirkungen, welche die Bindung bilden, ab. Aus diesem Grunde
korreliert koﬀ häuﬁg direkt mit dem Inversen der Assoziationskonstante 1/Ka [97].
Dennoch ist eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen klassischer Untersuchungsmethoden,
bei denen die Moleküle frei beweglich in einer Lösung vorliegen, nur bedingt gegeben. Eine
Voraussetzung ist, dass der Pfad in der Energielandschaft, über den die Dissoziation spontan
abläuft, annähernd äquivalent zu jenem ist, über den ein kraftinduzierter Abriss stattﬁn-
det [97]. Die Immobilisierung von Rezeptor und Ligand schränkt die Moleküle, abhängig von
der Art der Verankerung, in ihrer Ausrichtung und Beweglichkeit ein. Lange Verbindungsmo-
leküle können aber auch durch thermische Fluktuationen die Energielandschaft „verschmie-
ren“ [145]. Diese Eﬀekte können Änderungen in Anbindung sowie Dissoziation zur Folge haben.
Zudem ist ein Einﬂuss von Eigenschaften der Oberﬂäche (beispielsweise die Ladung), auf der
die Moleküle immobilisiert sind, möglich [145].
Die Verankerung beider Moleküle hat einen direkten Einﬂuss auf die Dissoziationsrate, die
von der Steiﬁgkeit des Kraftsensors abhängt: Dieser Kraftsensor mit einer bestimmten Kraft-
konstante ks stellt einen brownschen Oszillator dar. Nachdem eine Bindung stattgefunden hat,
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vergrößert sich die Steiﬁgkeit des Oszillators; die Kraftkonstante ist nun durch die Summe
aus ks und kp, der Steiﬁgkeit der Polymere, gegeben. Diese Änderung liefert einen Beitrag zur
freien Bindungsenthalpie. Seien hier koﬀ die Dissoziationsrate freier Moleküle in Lösung und
k0oﬀ die Rate für verankerte Moleküle, so gilt
k0oﬀ = koﬀ
√
ks + kp
ks
. (3.23)
Daraus folgt, dass auch die Steiﬁgkeit des Kraftsensors die Dissoziationsrate beeinﬂusst [177],
wodurch die Vergleichbarkeit mit klassischen Untersuchungsmethoden, bei denen die Moleküle
frei beweglich in einer Lösung vorliegen, zusätzlich eingeschränkt wird.
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4.1 Tau-Protein, Tau-Peptid und phosphorylierungsspeziﬁsche
monoklonale Antikörper
4.1.1 Das Tau-Protein und seine Relevanz bei Morbus Alzheimer
Das Tau-Protein gehört zu den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen und kommt hauptsächlich
in Axonen der Nervenzellen vor [178]. Es handelt sich um ein Protein, das fast keine ge-
ordnete Sekundärstruktur (α-Helix oder β-Faltblatt) aufweist. Aus diesem Grunde liegt kein
hochaufgelöstes Strukturmodell vor. Allerdings wird vermutet, dass z.B. durch die Bindung
an Tubulin2 eine Struktur induziert werden kann [179, 180]. Das Tau-Protein unterstützt die
Stabilität und den Aufbau von Mikrotubuli [117, 118] und spielt damit eine Rolle bei Neu-
rogenese, axonalem Transport und der Instandhaltung der Axone [178]. Vermutlich agiert
das Tau-Protein auch als Verbindungsstück zwischen Mikrotubuli und anderen Komponen-
ten des Cytoskeletts [181]. Im Gehirn eines erwachsenen Menschen werden 6 Isoformen des
Tau-Proteins mit Molekulargewichten zwischen 45 kDa und 65 kDa bestehend aus 352-441
Aminosäuren exprimiert, die durch alternatives Spleißen3 des auf Chromosom 17q21 lokali-
sierten Tau-Gens entstehen. Die Isoformen unterscheiden sich durch die An- bzw. Abwesenheit
zweier Domänen im N-terminalen Bereich sowie durch die Anzahl der Wiederholungseinhei-
ten in der Mikrotubuli-bindenden Region (drei oder vier) im C-terminalen Bereich [118]. Das
Tau-Protein wird durch reversible Phosphorylierung reguliert und ist unter physiologischen
Bedingungen an zwei bis drei Stellen phosphoryliert. Welche Phosphorylierungsstellen an der
physiologischen Regulation beteiligt sind, ist jedoch nicht vollständig geklärt. Die längste
humane Tau-Isoform enthält 79 potentielle Phosphorylierungsstellen an Serin- oder Threo-
ninresten. Zusätzlich können auch Tyrosinreste phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung
erfolgt posttranslational und wird durch Kinasen und Phosphatasen gesteuert [178].
In Abb. 4.1 sind die charakteristischen Regionen der längsten humanen Isoform des Tau-
Proteins dargestellt. Die Mikrotubuli-bindende Region spielt eine Rolle bei der Stabilisierung
der Mikrotubuli. Die Stärke der Wechselwirkung mit Mikrotubuli hängt von der Anzahl der
Tubulin-bindenden Bereiche ab. Viele der Phosphorylierungsstellen sind in der Prolin-reichen
2Tubulin-Proteine sind die Bausteine der Mikrotubuli
3Beim Spleißen handelt es sich um einen Prozess, der während der Proteinbiosynthese stattﬁndet. Dabei wer-
den Bereiche (sogenannte Introns) aus dem Transkript der DNA-Sequenz, der mRNA, herausgeschnitten.
Die verbleibenden Bereiche werden als Exons bezeichnet. Alternatives Spleißen entspricht dem Herausschnei-
den verschiedener Bereiche, wodurch aus ursprünglich identischen Transkripten unterschiedliche Proteine
synthetisiert werden können.
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Abbildung 4.1: Schema der längsten humanen Tau-Isoform. Das Protein wird in die Mikrotubuli-bindende
Region und die Projektionsdomäne unterteilt. Letztere enthält eine Prolin-reiche Region.
Die Mikrotubuli-bindende Domäne besteht bei dieser Isoform aus 4 Wiederholungseinheiten
[179]. (Die Abbildung beruht auf einer Vorlage aus Bielska et al. [179].)
Region angesiedelt. Dieser Bereich ist wahrscheinlich entscheidend für eine phosphorylierungs-
induzierte Konformationsänderng, welche die Wechselwirkung des Tau-Proteins mit Mikro-
tubuli (bzw. mit Tubulin) maßgeblich beeinﬂusst [179]. Je nach Phosphorylierungsstelle ist
sowohl eine vergrößerte, als auch eine verringerte Aﬃnität zu Mikrotubuli möglich, wobei
im pathogenen Fall die letztere Variante auftritt. Aufgrund der benötigten Flexibilität in
der Mikrotubuli-Regulation ist der Grad der Phosphorylierung während der Entwicklung im
embryonalen Stadium höher und verringert sich mit zunehmendem Alter [118].
Die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins steht auch im Zusammenhang mit neurodege-
nerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit. Dies ist eine chronisch fortschreitende,
neurodegenerative Erkrankung, von der nach einer Studie aus dem Jahr 2007 über 30 Mil-
lionen Menschen weltweit betroﬀen sind [182]. Bei 60–70% aller Demenzen handelt es sich
um die Alzheimer-Krankheit [183], die Anfang des 20. Jahrhunderts zum ersten Mal von
A. Alzheimer beschrieben wurde [184]. Die Krankheit ist durch den zunehmenden Verlust
neuronaler Funktionen und synaptischer Verbindungen sowie dem Absterben von Nervenzel-
len in verschiedenen Bereichen des Gehirns charakterisiert [182]. Die intellektuelle Leistung
hängt unmittelbar von der Synapsen- und Neuronenfunktion ab, deshalb steht eine reduzierte
Synapsendichte im direkten Zusammenhang mit zunehmender Demenz [185].
Zu Beginn der Krankheit ist vor allem der Hippocampus, der Bereich des Gehirns, wo
Erinnerungen gebildet werden, betroﬀen (vgl. Abb. 4.2). Dies führt dazu, dass die Patien-
ten vergesslich werden und sich beispielsweise Namen oder Orte nicht mehr merken können.
Im weiteren Verlauf der Krankheit sind auch Gehirnregionen betroﬀen, die für das logische
Denken notwendig sind. Die Patienten leiden an Verwirrungszuständen und erkennen auch
Familienmitglieder nicht mehr. Ebenso kommt es zu einer Änderung der Persönlichkeit. Im
Endstadium sind weitere Teile des Gehirns betroﬀen, was dazu führt, dass physiologische
Funktionen wie Sprechvermögen oder die Fähigkeit zur Fortbewegung oder Nahrungsaufnah-
me verloren gehen. Der Tod tritt ein, wenn das Gehirn die Kontrolle über lebensnotwendige
Funktionen verliert [182].
Die Krankheit tritt in zwei Formen auf. Bei etwa 5% der Fälle handelt es sich um eine
autosomal-dominante Erbkrankheit, die sogenannte familiäre Form. Diese Form wird durch
Mutationen in Genen verursacht, die mit dem Abbau des Membranproteins APP (Amyloid
Precursor Protein) zusammenhängen. Die Betroﬀenen erkranken meist im Alter von 40–65
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Veränderungen im Gehirn bei Alzheimer. Mit dem Fortschrei-
ten der Krankheit geht ein Verlust an Gehirnsubstanz an Hippocampus und Gehirnrinde
sowie eine Vergrößerung der Ventrikel (ﬂüssigkeitsgefüllte Hohlräume) einher [186]. (Abb.
aus [187]. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Alzheimer Forschung
Initiative.)
Jahren. Die verbleibenden 95% stellen die sogenannte sporadische Form dar, die sich ab einem
Alter von 65 Jahren etabliert. Neben dem Alter an sich gibt es folgende Risikofaktoren: Stoﬀ-
wechselstörungen, traumatische Gehirnverletzungen, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus,
sowie Erkrankungen des kardiovaskulären Systems [182]. Zudem ist auch eine genetische Dis-
position im Zusammenhang mit dem Genotyp des Apolipoprotein E beschrieben. Allerdings
ist unklar, worauf der Zusammenhang mit einem gesteigerten Risiko einer Erkrankung an
Alzheimer beruht [118]. Aufgrund der Komplexität der Krankheit sowie Unterschieden im
individuellen Verlauf sind die Ursachen bislang weitgehend ungeklärt [182]. Eine Hypothese
besagt, dass oxidativer Stress, der die Nervenzellen angreift, der Auslöser sei. Dieser könnte im
Zusammenhang mit der Aggregation von β-Amyloid stehen und zur Hyperphosphorylierung
von Tau-Protein führen. Oxidativer Stress entsteht, wenn freie Sauerstoﬀ-Radikale, die bei
der Zellatmung entstehen, nicht schnell genug neutralisiert werden. Wiederum ist die Ursache
dafür allerdings nicht bekannt [188]. Physisches und mentales Engagement scheinen hingegen
eine vorbeugende Wirkung zu erzielen [182].
Die Alzheimer-Krankheit hat physische Veränderungen im Gehirn zur Folge (vgl. Abb. 4.3)
und gehört zu den Amyloidosen, für die per deﬁnitionem schwer lösliche Akkumulationen
von (fehlgefalteten) Proteinen charakteristisch sind [189]. Bei Alzheimer treten Aggregate
aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein und Ablagerungen des β-Amyloid-Peptids auf. Die
Kausalkette zwischen der Entstehung der pathologischen Veränderung und der neuronalen
Dysfunktion ist allerdings bislang weitgehend ungeklärt [185]. Aufgrund ihrer Struktur wer-
den die Aggregate des Tau-Proteins, die hauptsächlich aus hyperphosphorylierten Varianten
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Abbildung 4.3: Die Abbildung zeigt Veränderungen an Nervenzellen, die bei Morbus Alzheimer auftreten. In
einer gesunden Nervenzelle werden die axonalen Mikrotubuli durch Tau-Proteine stabilisiert.
Diese Funktion ist im erkrankten Neuron gestört, wodurch die Mikrotubuli destabilisiert
sind. Charakteristischerweise liegt das Tau-Protein hyperphosphoryliert vor und aggregiert
über PHF zu Neuroﬁbrillen. Im extrazellulären Raum ﬁnden sich Ablagerungen aus β-
Amyloid. [186]. (Abb. aus [187]. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der
Alzheimer Forschung Initiative.)
aller 6 Isoformen bestehen, als gepaarte helikale Filamente (PHF, Paired Helical Filaments)
bezeichnet. Diese hyperphosphorylierten Tau-Varianten werden im Folgenden PHF-Tau ge-
nannt. Die Filamente wiederum aggregieren zu den typischen Neuroﬁbrillen (NFT, Neuro-
Fibrillar Tangles), die postmortal im Gehirn von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden
können [189]. Die Schritte dieser Aggregation sind in Abb. 4.4 dargestellt. Mögliche Ursachen
für die Ausbildung der Neuroﬁbrillen stellen eine erhöhte Konzentration an Tau-Protein und
eine abnormale Phosphorylierung an bestimmten Stellen dar; vermutlich spielen aber auch
noch andere, bislang unbekannte Faktoren eine Rolle. Die verringerte Aﬃnität von hyper-
phosphoryliertem Tau-Protein zu Mikrotubuli hat einen Abbau der Mikrotubuli zur Folge
und resultiert in einer Störung des Stoﬀtransportes entlang des Axons (vgl. Abb. 4.4) [178].
In der Konsequenz folgt eine Fehlfunktion der Nervenzellen und deren Absterben. Dies führt
ab einem bestimmten Grad zur Demenz [190].
Nach dem Absterben der Nervenzelle sind die neuroﬁbrillären Knäuel noch als schwer lösli-
che, interzelluläre Komponenten zu erkennen [185]. Die Anzahl dieser neuroﬁbrillären Knäu-
el ist dabei direkt proportional zur Schwere der Demenz und wird daher zur Einteilung der
Krankheitsstadien herangezogen (Braak-Stadien) [119]. Es gibt aber auch Indizien dafür, dass
die Fibrillen eine (unzureichende) Schutzfunktion ausüben können, indem sie – evtl. toxische –
Tau-Monomere oder Zwischenprodukte einfangen und damit das Absterben der Zelle verzö-
gern. Bislang ist allerdings nicht bekannt, ob die Phosphoylierung des Tau-Proteins nur einen
Funktionsverlust zur Folge hat oder ob neue, evtl. toxische, Eigenschaften entstehen. Auch
ist unklar, welche Zusammenhänge zur Degeneration führen und welche konkrete Rolle dabei
dem Tau-Protein zukommt [178].
Das zweite Charakteristikum der Alzheimer-Krankheit sind sogenannte amyloide Plaques
(auch senile Plaques oder senile Drusen genannt). Dabei handelt es sich um extrazelluläre Ab-
lagerungen, die hauptsächlich aus β-Amyloid-Peptiden bestehen. Mit dem Fortschreiten der
Krankheit steigern sich Volumen und Dichte der Plaques, in denen Ausläufer der degenerativ
veränderten Neurone zu ﬁnden sind [185]. Die Anreicherung von β-Amyloid entsteht durch ein
38
4 Biologische Grundlagen
Abbildung 4.4: Modellvorstellung der Aggregation des Tau-Proteins. Hyperphosphoryliertes Tau-Protein
hat eine verminderte Aﬃnität zu Mikrotubuli und liegt in Form ungebundener Monome-
re vor. Dies führt zur Destabilisierung von Mikrotubuli. Durch Modiﬁzierungen der wie
Phosphorylierung wird eine Konformationsänderung induziert. Diese bewirkt, dass die Tau-
Monomere über die Zwischenstufen von Dimeren (mit antiparalleler Ausrichtung), Oligo-
meren und Protomeren die PHF-Struktur ausbilden. Im letzten Schritt aggregieren die Tau-
Filamente zu Neuroﬁbrillen (NFT). (Abb. aus Martin et al. [191], Beschriftung übersetzt.
Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.)
Ungleichgewicht zwischen Produktion und Abbau, während die Aggregation durch die Missfal-
tung des β-Amyloids verursacht wird [188]. β-Amyloid entsteht durch proteolytischen Abbau
des APP. In Normalfall erfolgt die Spaltung hauptsächlich innerhalb der β-Amyloidsequenz,
im ungünstigen Fall hingegen vermehrt an den Enden der Sequenz. Ein Ungleichgewicht zwi-
schen Produktion und Abbau von β-Amyloid führt zur schrittweisen Aggregation. Bislang ist
unklar, welche Form dabei die zytotoxische darstellt. Zudem sind die Funktionen sowohl von
APP als auch von β-Amyloid unbekannt [185, 188].
Eine Erklärung für die Ausbildung der erblichen Form der Alzheimer-Demenz (familiäre
Form) stellt die Amyloid-Hypothese dar: Es sind drei Gene bekannt, die den Ausbruch der
Krankheit verursachen; diese kodieren für APP und zwei Enzyme zur Spaltung des APP
in β-Amyloid. Zusätzlich wurde festgestellt, dass β-Amyloid die Phosphorylierung des Tau-
Proteins initiieren kann. Insofern beschreibt diese Hypothese eine mögliche Verkettung, die
zum Ausbruch der Krankheit führt. Allerdings gibt es auch Indizien, die dieser Hypothese
widersprechen. Beispielsweise führt die vermehrte Zugabe der APP-spaltenden Enzyme nicht
zu einer Beschleunigung des Krankheitsverlaufs [178]. Es bleibt die Vermutung, dass das
hyperphosphorylierte Tau-Protein zwar nicht der Auslöser der Krankheit ist, aber eine große
Rolle bei der Neurodegeneration spielt. Die amyloiden Plaques könnten eine Ursache sein, es
ist aber auch möglich, dass sie nur den Verlauf der Krankheit verstärken [185]. Im Fall der
sporadischen Alzheimer-Krankheit sind die Ursachen unbekannt.
Bislang kann der progressive Verlauf der Krankheit nur symptomatisch verzögert werden,
indem der Abbau von Neurotransmittern4 gehemmt wird (z.B. durch Cholinesteraseinhibito-
4Neurotransmitter sind Botenstoﬀe, die eine Reizübertragung zwischen Nervenzellen ermöglichen.
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ren5). Diese werden durch die Degeneration von Neuronen vermindert produziert. Durch den
Einsatz der Pharmaka können die Symptome um mehrere Monate verzögert werden [185]. An-
dere Ansätze verfolgen die Hemmung der Produktion oder Akkumulation von β-Amyloid und
des phosphorylierten Tau-Proteins z.B. durch aktive oder passive Immunisierung [192]. Ein
großes Problem ist dabei, dass die neurodegenerativen Prozesse der Krankheit deutlich vor
dem Ausbruch klinischer Symptome einsetzen. Die begrenzten Reparatur- und Erneuerungs-
mechanismen des Gehirns haben zur Folge, dass Schäden kaum mehr rückgängig gemacht wer-
den können [188]. Aus diesem Grunde wird intensiv an Methoden und Verfahren gearbeitet,
die eine Diagnose der Alzheimer-Krankheit in der präklinischen Phase ermöglichen. Aktuell
wird die Krankheit durch neuropsychologische Tests, klinische Beurteilung und Bildgebung
des Gehirns diagnostiziert. Für eine frühzeitige Erkennung wäre der Einsatz von Biomarkern
im Liquor cerebrospinalis6 geeignet, was bislang allerdings kaum genutzt wird. Allerdings ist
auch dieses Verfahren nicht für einen Standard-Vorsorgetest geeignet, da der Liquor nur durch
Rückenmarkspunktion gewonnen werden kann. Ein optimaler Test sollte präzise, zuverlässig,
einfach, kostengünstig und nicht-invasiv (z.B. Blut- oder Plasmaprobe) sein [118, 188]. Bei den
bisher untersuchten Biomarkern handelt es sich um hyperphosphoryliertes Tau-Protein und
um β-Amyloid, deren Konzentrationen im Liquor vor allem durch immunologische Verfahren,
wie ELISA, bestimmt werden. Um eine Diagnose und Therapie auf der speziﬁschen Erkennung
von hyperphosphoryliertem Tau-Protein aufzubauen, sind monoklonale Antikörper notwendig
[188]. Deren Einsatz setzt jedoch eine genaue Kenntnis ihrer Speziﬁtät voraus.
4.1.2 Monoklonale Antikörper
Antikörper, die auch Immunglobuline (Ig) genannt werden, sind ein Bestandteil des adaptiven
Immunsystems. Sie werden durch B-Lymphozyten7 produziert. Der Organismus bildet stän-
dig eine Vielzahl von B-Lymphozyten, auf deren Oberﬂäche sich Antikörper als Rezeptoren
beﬁnden. Jeder B-Lymphozyt ist dabei einzigartig in seiner Speziﬁtät. Dringen körperfremde
Organismen oder Toxine (Antigene) in den Körper ein, werden diese durch B-Lymphozyten
gebunden. Dies führt anschließend über mehrere Schritte zur Produktion und Ausschüttung
von Antikörpern. Diese binden die jeweiligen Antigene speziﬁsch und mit hoher Aﬃnität und
bewirken deren Neutralisation bzw. das Auslösen weiterer immunologischer Eﬀektormechanis-
men, die das Antigen zerstören. Generell werden alle Substanzen, die durch das Immunsystem
erkannt werden, wie Viren, Bakterien oder Moleküle als Antigene (ANTIbody GENerator) be-
zeichnet. Die Bindungsstelle des Antikörpers wird Epitop genannt, wobei ein einzelnes Antigen
mehrere, meist verschiedene Epitope aufweisen kann [194].
Antikörper werden nach ihrer Struktur und Funktion in 5 verschiedene Klassen eingeteilt:
IgG, IgM, IgA, IgE, IgD. Die häuﬁgste Klasse stellt Immunglobulin G (IgG) dar. Dieses hat ein
Molekulargewicht von etwa 150 kDa und besteht aus je zwei leichten sowie schweren Ketten,
5Cholinesteraseinhibitoren hemmen den Abbau von Acetylcholin, einem der wichtigsten Neurotransmitter,
durch Cholinesterasen.
6Gehirn-Rückenmarks-Flüssigkeit
7Die Bennennung erfolgte nach der Bursa Fabricii, einem lymphatischen Organ bei Vögeln [193].
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(a) (b)
Abbildung 4.5: (a) Grundstruktur eines Antikörpers der Klasse IgG. Der Antikörper ist symmetrisch und
besteht aus je zwei leichten (Index „L“, Abkürzung für light) und zwei schweren (Index
„H“, Abkürzung für heavy) Ketten, die über Disulﬁdbrücken (grüne Striche) miteinander
verbunden sind. Die Ketten setzen sich jeweils aus variablen („v“, Abkürzung für variable)
und konstanten („c“, Abkürzung für constant) Domänen zusammen. Die Fab-Fragmente
enthalten variable Domänen, die die Antigen-Bindungsstellen beinhalten. Der Fc-Teil bindet
an verschiedene Zelltypen des Immunsystems [194]. (b) Hochaufgelöstes Strukturmodell
eines IgG-Moleküls. (Abb. aus RCSB PDB (www.pdb.org); PDB ID: 1IGT [195])
von denen jede konstante und variable Domänen aufweist (vgl. Abb. 4.5). Die Bindungsstellen
für Antigene, die sich auf den Fab (Fragment of Antigene Binding)-Fragmenten beﬁnden,
liegen in einem Bereich mit variabler Aminosäuresequenz. Der Fc-Teil, der aus konstanten
Domänen besteht, ermöglicht eine Bindung an verschiedene Zelltypen des Immunsystems und
vermittelt so deren Eﬀektorfunktionen [194].
Aufgrund ihrer Speziﬁtät und Aﬃnität werden Antikörper in einer Vielzahl immunologi-
scher Testverfahren, wie ELISA (s. Abb. 4.6) und Western Blot, aber auch zur Therapie durch
passive Immunisierung eingesetzt [147]. Dabei werden hauptsächlich sogenannte monoklonale
Antikörper (Immunglobuline einer einzigen Sorte) verwendet. Die Antikörper, die während
einer Immunreaktion gebildet werden, sind polyklonal. Sie weisen zwar eine gemeinsame Spe-
ziﬁtät für das Antigen auf, sind aber heterogen, da sie von verschiedenen B-Lymphozyten
produziert werden. Diese Heterogenität betriﬀt auch die Eigenschaften der Antigenbindung,
so dass verschiedene Epitope mit jeweils unterschiedlicher Aﬃnität erkannt werden. Dies stellt
ein Problem für die Anwendung in der Diagnostik oder Therapie dar. 1975 wurde von C. Mil-
stein und G. Köhler entdeckt, wie homogene Antikörper mit deﬁnierter Speziﬁtät hergestellt
werden können [196]. Dabei werden antikörperproduzierende Zellen genutzt, die bei einer
Krebsform, dem multiplen Myelom, auftreten. Die Myelomzellen teilen sich unkontrolliert, so
dass viele gleichartige Zellen entstehen, die eine große Menge an identischen Immunglobulinen
bilden.
Um eine Speziﬁtät für ein bestimmtes Antigen zu erreichen, wird ein Versuchstier mit die-
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Abbildung 4.6: Das Prinzip des ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Zuerst wird das Antigen
(schwarz) auf einer Platte adsorbiert (1). Im zweiten Schritt bindet der zugegebene Antikör-
per (grün) an das Antigen (2). Nach dem Entfernen von ungebundenem Antikörper wird ein
Detektionsantikörper (rot) zugegeben, an dessen Ende ein Enzym (gelb) gebunden ist (3).
Dieser bindet an den Antikörper. Dann wird ein zum Enzym passendes Substrat zugegeben
(Stern). Dieses wird vom Enzym z.B. in ein ﬂuoreszierendes Reaktionsprodukt umgesetzt
(4). Die Fluoreszenzintensität oder die Absorption bei einer bestimmten Wellenlänge stellen
dann ein Maß für die Anzahl der Komplexe dar [147].
sem Antigen immunisiert. Einige Wochen später werden B-Lymphozyten und Plasmazellen
aus der Milz dieses Tieres entnommen und mit den Myelomzellen hybridisiert. Die resultieren-
den Hybridomzellen haben die Eigenschaften der Myelomzellen und produzieren Antikörper,
die speziﬁsch für das Antigen sind. Aus diesen Zellen wird eine Linie, die Antikörper mit den
gewünschten Bindungseigenschaften produziert, ausgewählt und kultiviert. Da es sich bei den
Zellen um identische Klone einer Zelle handelt, sind auch die resultierenden monoklonalen
Antikörper identisch. Monoklonale Antikörper werden in der Forschung verwendet, z.B. um
den Zusammenhang zwischen Struktur und Speziﬁtät zu verstehen. Zudem ermöglichen sie
den Nachweis des Antigens, was in klinischen Tests verwendet wird. Des Weiteren werden
monoklonale Antikörper in der Therapie verschiedener Krankheiten (z.B. Krebs, Autoimmu-
nerkrankungen, Morbus Alzheimer) eingesetzt [147].
4.1.3 Die Wechselwirkung von Tau-Peptiden mit
phosphorylierungsspeziﬁschen anti-Tau-Antikörpern
Die Tau-Peptide, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, bestehen aus den Amino-
säuren 226-240 aus der längsten humanen Tau-Isoform. Dieser Ausschnitt beﬁndet sich in der
Prolin-reichen Region (vgl. Abb. 4.1) und enthält zwei potentielle Phosphorylierungsstellen an
den Positionen Thr231 und Ser235. Diese Peptide können synthetisch durch Festphasenpep-
tidsynthese mit einem deﬁnierten Phosphorylierungsgrad hergestellt werden. Dadurch kann
gezielt der Einﬂuss und das Zusammenspiel einzelner Phosphorylierungsstellen untersucht
werden.
Bislang gibt es Unstimmigkeiten über die genauen Phosphorylierungsstellen, die in PHF-
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Tau auftreten. Es wird jedoch vermutet, dass es sich bei Thr231 und Ser235 um Alzheimer-
typische Phosphorylierungsstellen handelt [121]. Auch ist der Zusammenhang zwischen Phos-
phorylierung und Aggregation des Tau-Proteins noch nicht eindeutig bewiesen (vgl. Kapitel
4.1.1). Generell wird vermutet, dass die Phosphorylierung verschiedener Stellen schrittweise
zu Konformationsänderungen hin zu der Struktur, die in PHF vorkommt, führt [120]. Es gibt
aber auch Hinweise auf eine mögliche, sehr langsame Aggregation ohne den Einﬂuss einer
Phosphorylierung [197].
Tabelle 4.1: Überblick über die Sequenz, die Phosphorylierungsstelle, den isoelektrischen Punkt pI, das
Molekulargewicht Mr und die Strukturformel der jeweiligen Tau-Peptide. Bei pThr und pSer
handelt es sich um phosphorylierte Aminosäuren.
Tau-Peptid 226-240 (Val-Ala-Val-Val-Arg-pThr-Pro-Pro-Lys-pSer-Pro-Ser-Ser-Ala-Lys)
Phosphorylie-
rungsstelle
pI Mr /
g/mol
Strukturformel
unphosph. 11,17 1738,2
Thr231 8,67 1821,2
Ser235 8,67 1821,2
Thr231/Ser235 6,98 1898,2
Das Molekulargewicht der Tau-Peptide beträgt ∼1800 g/mol. Da die Phosphorylierung eine
zusätzliche funktionelle Gruppe mitbringt, verändert sich der isoelektrische Punkt des Peptids
mit zunehmender Phosphorylierung (s. Tab. 4.1). Genauso wie das Tau-Protein fast keine
geordnete Struktur aufweist, liegen auch die Tau-Peptide in wässriger Lösung hauptsächlich
als random coil vor, wie aus NMR-Untersuchungen [121] bekannt ist.
Dennoch wurde beobachtet, dass das biphosphorylierte Tau-Peptid im Gegensatz zum un-
phosphorylierten in hydrophober Umgebung eine „β-Windungsstruktur“ um den Aminosäu-
43
4 Biologische Grundlagen
rerest Thr231 ausbilden kann [121]. Eine hydrophobe Umgebung kann in der Zelle durch das
Vorhandensein bestimmter Proteine hervorgerufen werden. Zudem liegt innerhalb des Tau-
Peptids bei zwei Prolinresten eine cis-trans-Isomerie vor, deren Wichtung durch die Phospho-
rylierungen beeinﬂusst wird. Es wird vermutet, dass eine solche Verschiebung die Aﬃnität
von hyperphosphoryliertem Tau-Protein an Mikrotubuli verändert. Zudem folgt daraus, dass
mehr ungebundenes Tau-Protein vorliegt, welches möglicherweise zu PHF aggregiert [121].
Eine andere Studie mit längeren Peptiden zeigte, dass eine Phosphorylierung an Thr231 und
Ser235 eine kurze α-Helix nach den Phosphorylierungsstellen stabilisieren kann [198]. Diese
strukturellen Ergebnisse stützen die These einer der Filamentformation zugrundeliegenden
Konformationsänderung [121, 179].
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Abbildung 4.7: Speziﬁtät von HPT-101, HPT-104 und HPT-110 für das unphosphorylierte (schwarze Krei-
se), das an Thr231 (blaue Quadrate), Ser235 (grüne Kreuze) sowie biphosphorylierte (rote
Dreiecke) Tau-Peptid im ELISA. Die Abbildungen zeigen die gemessene Absorption bei
einer Wellenlänge von 450 nm in Abhängigkeit der Peptidmenge pro Vertiefung der Mikro-
titerplatte. Dabei ergibt sich eine Speziﬁtät von HPT-101 nur für das biphosphorylierte
Peptid, während HPT-104 das biphosphorylierte sowie das Peptid mit einer Phosphory-
lierung an Thr231 bindet. HPT-110 bindet speziﬁsch an ein Peptid mit Phosphorylierung
an Ser 235, die Aﬃnität wird durch die zusätzliche Phosphorylierung von Thr231 beim
biphosphorylierten Peptid nur geringfügig verstärkt [120].
Zur Untersuchung des Einﬂusses der Phosphorylierungsstellen Thr231 und Ser235 auf mo-
lekularer Ebene ist es notwendig, den Anteil des an diesen Positionen phosphorylierten Tau-
Proteins in realen Proben von Alzheimer-Patienten und gesunden Menschen zu quantiﬁzieren.
Dies ermöglicht Rückschlüsse sowohl auf deren Relevanz in Bezug auf die Alzheimer-Krankheit
als auch auf deren Wert für den Aufbau einer Diagnostik oder Therapie (als Biomarker). Zu
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Tabelle 4.2: Kartierung der von den Antikörpern HPT-101, HPT-104 und HPT-110 erkannten Epitope des
biphosphorylierten Peptids. Die Phosphorylierungsstellen, die speziﬁsch erkannt werden, sind
unterstrichen. Das für eine Wechselwirkung essentielle Epitop ist rot hinterlegt dargestellt. Se-
kundäre Aminosäuren, die zur Bindung beitragen, sind mit orangem Hintergrund markiert.
Sequenz Val Ala Val Val Arg pThr Pro Pro Lys pSer Pro Ser Ser Ala Lys
HPT-101
(Thr231+Ser235)
Val Ala Val Val Arg pThr Pro Pro Lys pSer Pro Ser Ser Ala Lys
HPT-104
(Thr231)
Val Ala Val Val Arg pThr Pro Pro Lys pSer Pro Ser Ser Ala Lys
HPT-110
(Ser235)
Val Ala Val Val Arg pThr Pro Pro Lys pSer Pro Ser Ser Ala Lys
diesem Zweck wurden mithilfe der oben genannten Tau-Peptide die monoklonalen Antikörper
HPT-101, HPT-104 und HPT-110 hergestellt (HPT steht für hyperphosphorylated tau). Eine
Analyse der Speziﬁtät im ELISA (s. Abb. 4.6) ergab, dass HPT-101 nur das biphosphorylier-
te Peptid erkennt, während HPT-104, unabhängig von der zweiten Phosphorylierungsstelle,
speziﬁsch für die Phosphorylierung an Thr231 ist. HPT-110 hingegen bindet speziﬁsch an
Peptide mit einer Phosphorylierung an Ser235; die Aﬃnität wird durch eine Phosphorylie-
rung von Thr231 nur geringfügig verstärkt (vgl. Abb. 4.7). Die annähernd identischen Bin-
dungskurven implizieren ähnliche Bindungskonstanten. Die Antikörper sind auch speziﬁsch
für PHF-Tau-Ablagerungen im erkrankten Gehirn und stellen insofern ein wertvolles diagno-
stisches Instrument dar [120].
Die Epitope der biphosphorylierten Peptide bezüglich der monoklonalen Antikörper sind
in Tab. 4.2 dargestellt. Die Kartierung basiert auf der Synthese von Tau-Peptiden, wobei je-
weils eine Aminosäure durch Alanin ersetzt wurde. Der Peptidsequenz zugehörige Alaninreste
wurden gegen Glycin ausgetauscht. Danach wurde die verbleibende Aﬃnität des Peptids im
ELISA quantiﬁziert. Stellt die ausgetauschte Aminosäure einen Teil des essentiellen Epitops
dar, wird nach dem Ersetzen keine Bindung mehr detektiert. Der Austausch sekundärer Ami-
nosäuren, die zur Bindung beitragen, hat hingegen eine Reduktion der Absorption zur Folge.
Wenn das Ergebnis des ELISA unverändert bleibt, bedeutet dies, dass die ersetze Aminosäure
keinen Einﬂuss auf die Bindung hat. Das Epitop bezüglich HPT-101 beﬁndet sich haupt-
sächlich im Bereich zwischen den phosphorylierten Aminosäuren. HPT-104 bindet hingegen
vor allem im Bereich um Thr231, allerdings trägt ein C-terminales Alanin auch zur Bindung
bei. HPT-110 erkennt einen Bereich um Ser235. Damit bieten die monoklonalen Antikörper
HPT-101, HPT-104 und HPT-110 die Option, das Vorhandensein einer Phosphorylierung an
Thr231, Ser235 oder beiden Stellen in Tau-Proteinen oder -Ausschnitten zu detektieren und
zu quantiﬁzieren [192].
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4.2 Wechselwirkung von Proteinen mit DNA
4.2.1 Eigenschaften und Funktion von DNA
Struktur und Eigenschaften von DNA
(a) (b)
Abbildung 4.8: (a) Darstellung einer entrollten DNA-Helix. Die Bindung zwischen A und T bzw. zwischen
G und C erfolgt durch zwei bzw. drei Wasserstoﬀbrückenbindungen. Die Furchen entstehen,
da die Pentose-Ringe gegenüber den Basenpaaren verschoben sind. (Abb. aus Sippel et al.
[199], Beschriftung hinzugefügt. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des
Springer Verlags.) (b) Strukturmodell einer B-DNA (Abb. aus Alden et al. [200], Beschrif-
tung hinzugefügt. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.)
Die DNA (DesoxyriboNucleic Acid) ist ein aus Nukleotiden bestehendes, semi-ﬂexibles Po-
lymer. Ein Nukleotid setzt sich dabei jeweils aus einem Zuckermolekül (Desoxyribose), einer
Phosphatgruppe und einer stickstoﬀhaltigen, aromatischen Base zusammen. Es gibt 4 ver-
schiedene Basen: die Purinderivate Adenin (A) und Guanin (G) und die Pyrimidinderivate
Thymin (T ) und Cytosin (C ). Das Zuckermolekül bindet mit dem 1’-C-Atom an ein Stick-
stoﬀatom der Base (s. Abb. 4.8 (a)). Entlang des „Rückgrats“ der DNA ist das Zuckermolekül
am 5’-C-Atom mit einer Phosphatgruppe verestert, während das 3’-C-Atom an die Hydro-
xylgruppe der Phosphatgruppe des nächsten Nukleotids bindet. So entsteht ein gerichteter
Einzelstrang, dessen Termini nach den C-Atomen des Zuckermoleküls mit 5’- bzw. 3’-Ende
bezeichnet werden. Die DNA ist ein Polyelektrolyt, da die Phosphatgruppen bei neutralem
pH-Wert komplett ionisiert vorliegen und damit jedes Nukleotid einfach negativ geladen ist
[201]. Jeweils zwei der Basen sind komplementär und binden paarweise über zwei (Adenin und
Thymin) bzw. drei (Guanin und Cytosin) Wasserstoﬀbrücken (vgl. Abb. 4.8 (a)). Auf diese
Weise entsteht aus zwei passenden, antiparallelen Einzelsträngen ein Doppelstrang, welcher
sich in Form einer Helix um seine eigene Achse windet [202].
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Dieses anhand von Röntgenstrukturanalysen aufgeklärte Strukturmodell wurde im Jahr
1953 von J.D. Watson und F.H.C. Crick veröﬀentlicht [203]. Die genauen Parameter dieser
Struktur variieren in Abhängigkeit von den Eigenschaften des umgebenden Mediums. Am
häuﬁgsten tritt die sogenannte B-Form auf, die bei einer hohen relativen Feuchtigkeit stabil
ist (vgl. Abb. 4.8 (b)) [199]. Dabei beträgt der Durchmesser dieser rechtshändigen Helix 2 nm,
wobei die Basen im Abstand von 0,34 nm aufeinander folgen. Die Helix windet sich innerhalb
von etwa 10,5 bp einmal um sich selbst [123], was einem durchschnittlichen Helix-Drehwinkel
zwischen zwei benachbarten Basenpaaren von ∼34,3◦ entspricht. Beispiele für andere DNA-
Formen, bei denen diese charakteristischen Parameter variieren, stellen die A-DNA, die in de-
hydrierter Umgebung, bei DNA-RNA8-Hybriden sowie bei doppelsträngiger RNA vorkommt,
oder die Z-DNA, die vermutlich im Zusammenhang mit einer Überspiralisierung bei der Tran-
skription auftritt, dar [199, 204].
Wie aus Abb. 4.8 ersichtlich, entstehen durch die Geometrie der Doppelhelix Bereiche zwi-
schen den Phosphat-Rückgraten, die als große und kleine Furche bezeichnet werden. Dieser
Größenunterschied ist dadurch bedingt, dass die Pentosen innerhalb der Ebene der Nukleoti-
de nicht auf derselben Linie liegen wie die Basenpaare, sondern dazu verschoben sind. Diese
Furchen sind häuﬁg Bindungsstellen für Proteine oder andere Interaktionspartner der DNA
[205, 206].
Die DNA weist die elastischen Eigenschaften eines semi-ﬂexiblen Polymers auf. Es gibt
verschiedene Ansätze, das Verhalten eines Polymers zu beschreiben. Das einfachste Modell
ist das einer idealen Kette (freely jointed chain), wobei das Polymer durch eine Anzahl N
an Wiederholungseinheiten einer bestimmten Länge gegeben ist. Es wird angenommen, dass
diese Segmente nicht miteinander wechselwirken und insofern unabhängig voneinander frei
beweglich sind. Die Konﬁgurationen der Kette können dann als ein Zufallsweg (random walk)
von N Schritten angesehen werden; auf diese Weise lässt sich z.B. der mittlere Ende-zu-
Ende-Abstand bestimmen. Allerdings ist dieses Modell nur für sehr ﬂexible Polymere wie die
meisten synthetischen Polymere oder einzelsträngige DNA anwendbar [146, 201]. Es versagt
bei steiferen Molekülen wie doppelsträngiger DNA. Solche semi-ﬂexiblen, steiferen Moleküle
lassen sich mithilfe des Modells einer wurmartigen Kette (wormlike chain model) beschreiben
[56, 135, 207, 208], welches von Kratky und Porod eingeführt wurde. Das Modell beschreibt
das Polymer durch eine kontinuierlich ﬂexible, isotrope Kette, deren Biegen mit energetischem
Aufwand verbunden ist. Als Maß für diese Biegesteiﬁgkeit dient die Persistenzlänge LP. Das
Polymer sei durch die Kurve r(s) gegeben (vgl. Abb. 4.9). Die Gesamtlänge der Kurve wird
als Konturlänge LC bezeichnet. Die ständig ﬂuktuierende Orientierung des Moleküls ist dann
für jeden Punkt der Kurve durch den Tangentialvektor t(s) gegeben. Die Beziehung zwischen
diesen Fluktuationen an verschiedenen Punkten der Kurve s und s+Δs wird bestimmt durch
die Korrelationsfunktion
Kt(Δs) = 〈t(s)t(s+Δs)〉 . (4.1)
8RiboNucleicAcid
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Diese hat eine – für statistisch unabhängige Prozesse typische – einfach exponentielle Form:
Kt = K0 exp
−Δs/LP . (4.2)
Die Persistenzlänge LP ist damit ein Maß für die Reichweite der Korrelationen und insofern
auch für die Biegesteiﬁgkeit des Polymers [1, 201].
Abbildung 4.9: Schematische Darstellung einer wurmartigen Kette. Die Kurve r(s) beschreibt das Polymer.
Die Orientierung des Moleküls ist für zwei beliebige Punkte der Kurve s und s+Δs durch
den jeweiligen Tangentialvektor t gegeben. L bezeichnet den Ende-zu-Ende-Abstand des
Polymers [1].
Ein semi-ﬂexibles Polymer wie DNA liegt bei einer größeren Anzahl an Basenpaaren (so
dass LC >> LP) in Lösung so gut wie nie vollständig gestreckt vor, sondern in der entropisch
bevorzugten Konformation als sogenanntes statistisches Knäuel (vgl. Abb. 4.9). Um die DNA
zu strecken, also den Ende-zu-Ende-Abstand L zu vergrößern, muss deshalb Kraft aufgewendet
werden. Die Elastizität des Polymers ist bei kleinen Kräften F hauptsächlich entropischen
Ursprungs. Näherungsweise folgt als Interpolationsformel für die Kraft F , die für das Erreichen
eines bestimmten Ende-zu-Ende-Abstands L des Polymers nötig ist, die Gleichung [55, 146]:
F =
kBT
LP
[
1
4(1− L/LC)2 −
1
4
+
L
LC
]
(4.3)
Sie beschreibt das Verhalten der in dieser Arbeit verwendeten DNA der Länge von 4000 bp
bzw. 5000 bp gut für Kräfte, die kleiner als 10 pN sind [208], [135]. Eine theoretische Berech-
nung der Konturlänge ist über das Produkt aus der Anzahl an Basenpaaren und dem Abstand
zweier Basenpaare von 0,34 nm möglich.
Bei größerer Überstreckung ist die Elastizität nicht mehr entropischen, sondern zunehmend
enthalpischen Ursprungs. Die dreidimensionale Struktur der DNA verändert sich und die
chemischen Bindungen des DNA-Rückgrats werden gestreckt. Diese veränderte Elastizität
manifestiert sich in einem zusätzlichen enthalpischen Term − FK0 in Gl. 4.3 (das sogenannte
extended wormlike chain model). K0 stellt dabei das Young-Elastizitätsmodul dar [209]. Bei
anliegender Kraft von 60-65 pN ﬁndet ein struktureller Übergang statt: Über einen Bereich
von nur etwa 2 pN verlängert sich das DNA-Molekül auf das 1,7-fache. Dies wird als Auﬂösen
der doppelsträngigen Struktur der DNA interpretiert [135, 208, 210].
Die Persistenzlänge doppelsträngiger DNA hängt von den Eigenschaften des umgeben-
den Mediums ab, z.B. von der Salzkonzentration, da es sich bei DNA um ein Polyelektro-
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lyt handelt. Die Persistenzlänge des DNA-Moleküls unter physiologischer Salzkonzentration
(∼ 150mmol/L NaCl) beträgt zwischen 29 nm [56] und 50 nm [52, 211].
Biologische Funktion der DNA und die Wechselwirkung mit Proteinen
Als Träger der Erbinformation ist die DNA von universeller Bedeutung für jede Zelle. Da
der Bauplan für die Synthese von Proteinen in der Abfolge der Basen kodiert ist, besteht die
Funktion der DNA darin, diese Information bereitzustellen, zu erhalten und zu vervielfälti-
gen. Bei allen dafür nötigen Abläufen wie Replikation, Transkription und Translation aber
auch Kondensation und Dekondensation spielt die Bindung von Proteinen eine zentrale Rolle
[147]. Bei dieser Wechselwirkung zwischen DNA und Proteinen handelt es sich um speziﬁsche,
nichtkovalente Bindungen, wie sie in Kapitel 3.1 deﬁniert wurden. Hierbei kann ein besonderer
Bindungsmodus auftreten, das sogenannte Interkalieren. Dabei schieben sich ﬂache Bereiche
des Proteins (oder eines anderen Liganden) zwischen benachbarte Basenpaare der DNA und
haften dort aufgrund von Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Basen sowie elektrostati-
schen Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen Rückgrat der DNA [135]. Dadurch wird
der Abstand der Basenpaare verdoppelt, was die lokale helikale Struktur verändern [135] oder
Knicke induzieren kann [122, 126].
Einige DNA-bindende Proteine agieren als Enzyme, sie katalysieren die DNA-Synthese (Po-
lymerasen). Des Weiteren beeinﬂussen die Proteine auch die Flexibilität der DNA oder deren
Ausdehnung [147]. Dadurch kann die DNA z.B. auf ein sehr kleines Volumen kondensiert
werden. So beﬁndet sich die Erbinformation bei Eukaryoten9 verdichtet im Zellkern (Durch-
messer eines Zellkerns: ∼ 6μm [212]). Bei Prokaryoten, die keinen solchen besitzen, liegt die
DNA in hochkondensierter Form in einer bestimmten Region, dem sogenannten Nukleoid,
vor. Die Gesamtlänge des Genoms hängt stark von der Spezies ab und variiert von Mikrome-
tern (λ-Phage: ∼ 16μm [213]) bis hin zu Metern (Mensch: ∼ 1m [214]). Trotz seiner hohen
Packungsdichte muss die Zugänglichkeit einzelner DNA-Abschnitte für die nötigen Proteine
gewährleistet sein [202]. Auf der anderen Seite kann der Kontakt zwischen Proteinen und
DNA allerdings auch eine Konformationsänderung auf der Seite der Proteine bewirken (vgl.
Kapitel 4.2.3).
Der Komplex aus DNA und DNA-bindenden Proteinen, die zur Packung nötig sind, wird bei
Eukaryoten als Chromatin bezeichnet. Die Grundeinheit der Verdichtung stellen Nukleosomen
mit einem Durchmesser von etwa 11 nm dar, die wie auf einer Perlschnurkette aufgereiht sind.
In einem Nukleosom liegt die DNA um einen Komplex aus Histonproteinen gewunden vor
(s. Abb. 4.10). Bei der nächsten Ebene der strukturellen Organisation handelt es sich um die
sogenannte 30 nm-Faser, deren Name durch ihren Durchmesser begründet wird. Diese basiert
auf der Interaktion bestimmter Histonproteine, welche die Perlenkette „zickzackförmig“ falten.
Die weitere Kondensation bis hin zu Chromosomen, der während der Zellteilung auftretenden,
dichtesten Packungsform, wird von verschiedenen Nicht-Histon-Proteinen unterstützt, die ein
Gerüst bilden, an welches sich die Fasern in Form von Schleifen anheften [202, 210].
9Organismen mit Zellkern
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Abbildung 4.10: Die Abbildung zeigt die Röntgenkristallstruktur eines Nukleosoms, der Grundeinheit der
Verpackung eukaryotischer DNA (PDB ID: 2PYO [215]).
Bei Prokaryoten hingegen besteht das Genom aus einem einzelnen zirkulären DNA-Molekül,
dass sich im Nukleoid, einem funktionell dem eukaryotischen Nukleus äquivalenten Bereich
des Cytoplasmas, beﬁndet [124, 202]. Die Organisation der DNA wird ebenfalls von speziellen
Proteinen reguliert, die als Nukleoid-assoziierte Proteine bezeichnet werden. Für das meso-
phile Bakterium Escherichia coli ist bekannt, dass dazu etwa ein Dutzent Proteine wie H-NS
(Histon-like Nucleoid-Structuring protein), HU (Heat Unstable)-Protein, Dps (DNA Protecti-
on during Starvation) und IHF (Integration Host Factor) gehören [124]. Vermutlich handelt
es sich bei anderen Organismen um ähnliche Proteine. Allerdings ist deren jeweiliger Beitrag
zur Struktur des Nukleoids bislang weitgehend ungeklärt [124].
Die Lebensfähigkeit von Bakterienzellen, denen eines der Nukleoid-assoziierten Proteine
fehlt, lässt schlussfolgern, dass keines dieser Proteine ausschließlich für die Organisation der
DNA verantwortlich ist und Funktionen eines fehlenden von einem anderen Protein über-
nommen werden können. Deshalb stellt die Organisation des bakteriellen Genoms eher ein
Zusammenspiel aus verschiedenen Proteinen dar. Der diesbezüglich aktuelle Stand der Wis-
senschaft ist ausführlich in den Überblicksartikeln von Dame et al. [124] und Luijsterburg et al.
[125] dargelegt. In der vorliegenden Arbeit wurde das HU-Protein aus Thermotoga maritima,
TmHU, untersucht. Es wird angenommen, dass DNA-biegende Proteine wie HU-Proteine eine
Rolle bei der Kondensation von DNA spielen. Vermutlich sind sie aber auch in der Lage, das
bakterielle Chromatin durch ein Verlagern der Anordnung von Windungen umzustrukturieren
[124, 125, 216].
4.2.2 Das Protein TmHU und seine Wechselwirkung mit DNA
Das HU-Protein aus Thermotoga maritima (TmHU)
Bei Thermotoga maritima handelt es sich um ein hyperthermophiles Bakterium, das auf dem
geothermisch erwärmten Meeresboden in Italien und auf den Azoren vorkommt. Seine optima-
le Wachstumstemperatur beträgt etwa 80◦C; außerdem bevorzugt es einen neutralen pH-Wert.
Das Bakterium ist stäbchenförmig mit einer Länge von ∼ 5μm [217]. Wie für Prokaryoten
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charakteristisch, beﬁndet sich sein Genom, dessen Größe sich auf 1860725 bp beläuft, auf
einem einzigen, zirkulären DNA-Molekül. Dessen Umfang würde damit ∼ 630μm betragen
[218]. Die Länge des Bakteriums impliziert ein Nukleoid in der Größenordnung von einzelnen
Mikrometern. Diese Zahlen zeigen, dass auch in diesem Organismus ein ausgeklügelter Me-
chanismus zur Verdichtung des genetischen Materials vorhanden sein muss, der dennoch die
für die Funktionalität nötige Flexibilität erhält (vgl. Kap. 4.2.1) [216]. Allerdings ist darüber
bislang nur wenig bekannt. Im Gegensatz zu E. coli exprimiert T. maritima keine Proteine,
die homolog zu IHF, Dps oder H-NS sind [127] (vgl. Kap. 4.2.1).
Abbildung 4.11: Mikroskopisches Bild eines Dünnschliﬀs von T. maritima. Das Bakterium ist stäbchenför-
mig und umgeben von einem Mantel aus Proteinen, der bei der Namensgebung eine Rolle
spielte („Toga“ ist die Bezeichnung für einen römischen Umhang) [217]. (Abb. aus Huber
et al. [217]. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags.)
Die Histon-ähnlichen HU-Proteine hingegen, zu denen auch TmHU gehört, treten mit sehr
großer Homologie in fast allen Bakterien auf. Bei TmHU handelt es sich um ein kleines ba-
sisches Protein, dass in Lösung als Homodimer auftritt. Es besteht aus 90 Aminosäureres-
ten und setzt sich aus zwei identischen Untereinheiten mit einer molekularen Masse von je
9994Da zusammen. Diese formen einen α-helikalen Grundkörper, aus dem zwei „Arme“ mit β-
Faltblatt-Struktur (je einer pro Monomer) herausragen (s. Abb. 4.12) [122]. Wie T. maritima
ist auch das TmHU-Protein mit einer Denaturierungstemperatur von ∼96◦C außergewöhn-
lich thermostabil. Zudem ist auch nach Erhitzen eine fast vollständige Renaturierung möglich
[122, 208, 210].
Bindung von TmHU an DNA
TmHU bindet doppelsträngige DNA mit einer Dissoziationskonstante von 5,6 nmol/L oh-
ne detektierbare Speziﬁtät für eine bestimmte Sequenz [128]. Das Modell des TmHU/DNA-
Komplexes (s. Abb. 4.13) basiert auf der Röntgenstrukturanalyse des verwandten Proteins
IHF aus E. coli im Komplex mit DNA der Länge von 35 bp und theoretischer Strukturmo-
dellierung [122, 126]. Dies ist aufgrund struktureller Ähnlichkeiten zwischen HU-Proteinen
von verschiedenen Spezies und IHF möglich. Im Gegensatz zu den HU-Proteinen weist IHF
allerdings eine Sequenzspeziﬁtät auf [126].
Wie in Abb. 4.13 ersichtlich, ist die DNA in einem Winkel von etwa 160◦ um das TmHU-
Protein gebogen, wobei sich die β-Faltblatt-Arme entlang der kleinen Furche um den DNA-
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Abbildung 4.12: Modellstruktur von TmHU. Die Struktur wurde basierend auf NMR-Strukturdaten von
BstHU (aus B. stearothermophilus) modelliert. Der Homodimer besteht aus einem α-
helikalen „Kern“, aus dem zwei ﬂexible Arme herausragen. Die roten Markierungen zei-
gen Stellen zusätzlicher positiver Aminosäurereste im Vergleich zu BstHU [122]. (Abb. aus
Esser et al. [122]. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.)
Strang legen. An den Enden der Arme beﬁndet sich jeweils ein hoch konservierter Prolinrest
[128]. Diese Enden interkalieren mit einem Abstand von 9 bp von der gegenüberliegenden Seite
mit der DNA [122, 128]. Zusätzlich bindet die DNA auch seitlich an die α-Helix des TmHU-
Grundkörpers. Generell häufen sich positiv geladene Aminosäurereste im Bereich der DNA-
Bindung (s. Abb. 4.12: rote Markierungen). TmHU hat ein Dipolmoment von etwa 580 Debye,
welches in Richtung der DNA-Bindungsstelle zeigt [122, 129, 219]. Insofern wird die Bindung
auch durch elektrostatische Anziehung zwischen der positiv geladenen DNA-Bindungsstelle
des Proteins und dem negativ geladenen Phosphat-Rückgrat der DNA verstärkt. Es wird
vermutet, dass der Bereich von 9 bp zwischen den interkalierenden Prolinresten fest bindet
und die Anbindung der Seiten eher ﬂexibel ist [126, 208, 210]. So sind auch die Knicke an
den Stellen der Prolin-Interkalation eher als Gelenk anzusehen, wobei die Winkel an den
beiden Knicken innerhalb eines Komplexes nicht koplanar sind. Der Torsionswinkel variiert
in Abhängigkeit von der seitlichen Bindungslänge sehr stark (IHF: 15◦, Anabaena-HU: 40◦
bis 73◦) und führt zu einer Unterspiralisierung (negative supercoiling) der DNA. Diese wird
nur teilweise durch eine Überspiralisierung, die zwischen den Stellen der Interkalation auftritt,
kompensiert. Auf diese Weise verbleibt eine Verdrillung von 31-34◦ pro Basenpaar anstelle der
34,3◦ pro Basenpaar in normaler B-DNA (vgl. Kapitel 4.2.1) [126]. Aufgrund der Homologie
ist es wahrscheinlich, dass der TmHU/DNA-Komplex ähnliche Eigenschaften aufweist [210].
In der Literatur sind Bindungslängen von 9 bp [122] bis 37 bp [128] zu ﬁnden. Diese Un-
stimmigkeit könnte in der ﬂexiblen Anlagerung der Seiten begründet sein, die von manchen
Messmethoden nicht erkannt wird. Auch aus den Röntgenstrukturanalysen der homologen
Proteine AHU und IHF resultieren verschiedene Bindungslängen [126]. Neben der ﬂexiblen
Bindung könnte dies auch in der Kristallisierung, die der Strukturanalyse vorausgeht, begrün-
det sein. Ein Verlust weiterer Bindungsstellen ist dabei nicht auszuschließen, da der Komplex
teilweise nur mit einem kurzen DNA-Strang gebildet wurde (< 37 bp) [126, 210]. Ähnliche
52
4 Biologische Grundlagen
Abbildung 4.13: Strukturmodelle des TmHU/DNA-Komplexes. (a) Die DNA-Bindung wurde aus Struk-
turdaten zu dem homologen IHF (Integration Host Factor) aus E. coli modelliert. Der
DNA-Strang windet sich in einem Winkel von ∼160◦ um das Protein herum. Die β-
Faltblatt-Arme des Proteins reichen in der kleinen Furche liegend um die DNA herum,
und interkalieren mit ihren Enden von der konvexen Seite her [122] (Abb. aus Esser et
al. [122], mit freundlicher Genehmigung von Elsevier). (b) Draufsicht auf den HU/DNA-
Komplex. Das Strukturmodell zeigt das HU-Protein aus Anabaena (AHU), entspricht aber
aufgrund der hochgradigen Homologie einem Komplex von TmHU mit DNA. (Abb. aus
Swinger et al. [126]. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Nature
Publishing Group.)
Diskrepanzen bestehen in Bezug auf die Bindungskinetik. Experimente mittels Gelelektro-
phorese von Grove et al. resultierten in einer Dissoziationskonstante KD von 5,6 nmol/L,
wobei keine Hinweise auf eine kooperative Bindung festgestellt wurden [128]. Im Gegensatz
dazu wurde von Esser et al. mittels Oberﬂächenplasmonenresonanz ein Wert für KD von ∼73
nmol/L mit einem Hill-Koeﬃzienten10 von ∼7,6 bestimmt, was einem kooperativen Prozess
entspricht [122].
Die Anbindung an DNA hat eine Konformationsänderung und eine Verkürzung derselben
zur Folge. Daher liegt die Vermutung einer Funktion in vivo bei der Kondensation von DNA
nahe [122, 127]. Damit könnte TmHU auch für die Regulation der Transkription von Bedeu-
tung sein. Die Funktion in der Organisation der Nukleoidstruktur ist dennoch nicht eindeutig
belegt: Das gut charakterisierte HU-Protein aus E. coli weist beispielsweise zwei gegensätz-
liche Modalitäten auf. Bei hohen Proteinkonzentrationen bilden sich aus dem Protein/DNA-
Komplex steife Filamente, während bei niederen Konzentrationen eine Verkürzung des Ende-
zu-Ende-Abstandes der DNA um 50% beobachtet wurde [76, 123]. Ähnliches wurde allerdings
für den Fall von TmHU bislang nicht beobachtet. Es wird vermutet, dass TmHU zudem ei-
ne Schutzfunktion ausübt, um eine thermische Denaturierung der DNA zu verhindern. Eine
Funktion als Reparaturenzym wäre auch möglich, da die Aﬃnität durch Fehlbindungen der
doppelsträngigen DNA erhöht wird [122, 208, 210, 216].
Wie in Salomo et al. [74, 75, 208] beschrieben, kann die Verkürzung des Ende-zu-Ende-
10Der Hill-Koeﬃzient ist ein Maß für die Kooperativität einer Bindung. Ist dieser größer als eins, handelt es
sich um eine kooperative Bindung, ist er gleich eins, liegt keine Kooperativität vor.
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Abbildung 4.14: (a) Die Abbildung zeigt die Verkürzung eines DNA-Stranges durch TmHU. Zuerst wird
eine Kraft-Abstandskurve der DNA aufgenommen (schwarz). Danach wird die DNA mit
1-3 pN gestreckt (rot). Das Einspülen von TmHU hat einen durch die Verkürzung der
DNA bedingten Kraftanstieg auf etwa 30 pN zur Folge (grün). Im Anschluss wird der
Komplex wieder relaxiert (blau). (b) Nach dem Einspülen von TmHU wird der relaxierte
Komplex gestreckt (rot). Die Kraft-Abstandskurven unterscheiden sich deutlich von denen
eines DNA-Stranges (schwarz) und weisen Sprünge verschiedener Schrittweite auf [208].
Abstandes der DNA durch Anbindung von TmHU mithilfe optischer Pinzetten direkt auf
Einzelmolekülebene beobachtet werden. Dafür wurde ein DNA-Strang der Länge von 4000 bp
zwischen zwei Kolloiden aufgespannt und das TmHU-Protein eingespült. Die Reaktion erfolgt
binnen Sekunden und führt zu einem Kraftanstieg bis zu 25–30 pN, was einer Verkürzung
um etwa 160 nm entspricht. Dort bricht die Reaktion ab, da die Bindungsenergie des Pro-
teins von ∼ 16 kBT nicht für eine weitere Verkürzung ausreicht (vgl. Abb. 4.14 (a)). Die
Rate, mit der die Längenänderung vonstatten geht, liegt in Abhängigkeit von der eingespül-
ten Proteinkonzentration zwischen 36 nm/s (100μg/ml) und 8 nm/s (22,5μg/ml). Während
sich zu größeren Konzentrationen hin ein Plateau abzeichnet, tritt unterhalb der Schwellkon-
zentration von 22,5μg/ml kein Eﬀekt mehr auf. Dies lässt eine Kooperativität der Anbindung
vermuten. Strecken des TmHU/DNA-Komplexes erzwingt eine Dissoziation desselben. Wie
in Abb. 4.14 (b) zu sehen, lösen sich einzelne Proteine und -komplexe ab, was sich in Sprün-
gen in der Kurve manifestiert. Die minimale Schrittweite, die der Dissoziation eines einzelnen
Proteins entsprechen könnte, beträgt dabei 2–3 nm [74, 75, 208].
4.2.3 Prionen und ihre Wechselwirkung mit DNA
Prionen (Abkürzung für proteinaceous infectious particle) sind infektiöse Partikel, die mit
seltenen neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert werden. Ihr Hauptbestandteil ist PrP
(Prion Protein) [130]. Für die Entdeckung der Prionen [220] erhielt S. Prusiner im Jahr 1997
den Nobelpreis. Die Krankheiten werden unter dem Namen Transmissible Spongiform Ence-
phalopathies (TSE) bzw. Prionenkrankheiten zusammengefasst. Dazu gehören beispielsweise
BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) bei Rindern, die Creutzfeldt-Jacob-Krankheit und
Kuru beim Menschen, sowie Scrapie bei Schafen. Im Verlauf der Krankheit wird Nervengewebe
zerstört, woraus ein „schwammartiges“ Aussehen des Gehirns resultiert. Typischerweise ﬁnden
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sich im Gehirn ﬁbrilläre Proteinablagerungen einer abnormalen Form von PrP, ähnlich derer
von β-Amyloid und Tau-Proteinen bei Morbus Alzheimer [130]. Es folgt eine rapid fortschrei-
tende Demenz, Muskelzuckungen und völlige Antriebslosigkeit [131]. Die Krankheiten treten
in einer sporadischen, infektiösen oder erblichen Form auf [131, 132]. Damit sind die TSE unter
den auf Protein-Fehlfaltung beruhenden Krankheiten (zu denen auch die Alzheimer-Krankheit
gehört) die Einzigen, die übertragbar sind [132, 133]. Trotz äußerst ähnlicher Charakteristi-
ka sind Übertragungen zwischen verschiedenen Spezies selten, aber nicht unmöglich [132].
Bislang sind alle Formen von TSE unheilbar und enden tödlich [130–132].
Abbildung 4.15: Die Abbildung zeigt die Tertiärstruktur von PrPC an einer Lipid-Doppelschicht, wie sie
nach NMR-Spektroskopischen Untersuchungen abgeleitet wurde. Der N-terminale Bereich
ist unstrukturiert (grau). α-Helices sind rot und β-Faltblätter blau dargestellt, während
Zuckerreste durch kleine Kreise gekennzeichnet sind [131]. (Abb. aus Aguzzi et al. [131],
Beschriftung übersetzt. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Annual
Reviews)
Es gibt zwei Formen von PrP, die sich nur in ihrer Sekundärstruktur unterscheiden: das nor-
male PrPC („C“ steht für cellular) und das fehlgefaltete PrPSc („Sc“ steht für Scrapie) [132].
Bei PrPC handelt es sich um ein basisches, membranverankertes Glykoprotein, das haupt-
sächlich in Zellen des Zentralnervensystems vorkommt. Das Protein kann auch im Zellkern
auftreten. Es besteht aus einem ﬂexiblen, ungeordneten N-terminalen und einem globulä-
ren, aber dennoch auch ﬂexiblen C-terminalen Bereich, wobei letzterer drei α-Helices und ein
zweisträngiges, antiparalleles β-Faltblatt enthält (vgl. Abb. 4.15) [131, 133].
Die Funktion von PrPC ist bislang unklar. Da es allerdings in ähnlicher Form in vielen
Spezies auftritt, wird vermutet, dass es vielfältige Funktionen hat, beispielsweise in der Si-
gnalübertragung, Kupferbindung, synaptischer Übertragung oder im Zusammenhang mit pro-
grammiertem Zelltod (Apoptose) [131]. Trotzdem sind Organismen, bei denen die Expression
von PrPC ausgeschaltet wurde, lebensfähig [131]. Die infektiöse Variante PrPSc hat einen
größeren Anteil an β-Faltblättern [132]. Diese Form tritt nur in Aggregaten (mindestens als
Dimer) stabil auf. Einmal aggregiert ist die Struktur äußerst robust bezüglich einer Behand-
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lung mit UV-Licht, Proteinase K, Hochdruck und hohen Temperaturen [131]. PrPSc wird
sowohl im intra- als auch im extrazellulären Raum vorgefunden [132]. Zudem akkumuliert
diese abnormale Form von PrP auch im Nukleus inﬁzierter Zellen [133]. Jedoch ist die Ursa-
che der Neurotoxizität, die zum Absterben der Nervenzellen führt, nicht bekannt. Ebenso ist
bislang nicht geklärt, ob PrPSc dem Prion, also dem infektiösen Partikel, entspricht oder ob
dieses zusätzlich aus Nukleinsäuren oder Polysacchariden besteht [131].
Eine spontane Fehlfaltung von PrP ist normalerweise aufgrund einer hohen energetischen
Barriere zwischen den Faltungszuständen unwahrscheinlich, zumal es sich bei PrPC um die
energetisch favorisierte Sekundärstruktur handelt. Ein solcher Prozess könnte nur in der erb-
lichen Krankheitsform eine Rolle spielen, da die energetische Barriere in diesen Fällen durch
einen genetischen Defekt erniedrigt ist. Über den Auslöser der Fehlfaltung gibt es verschiedene
Hypothesen [131].
Abbildung 4.16: Die Abbildung zeigt Modellvorstellungen der Umfaltung von PrPC in PrPSc nach dem
Protein-only-Konzept. (a) Eine davon ist, dass das PrPSc eine katalytische Kaskade aus-
löst: PrPC oder eine partiell entfaltete Zwischenform, PrP+, die aus stochastischen Fluk-
tuationen der Struktur von PrPC entsteht, stellt das Substrat dar, dessen Konformation in
die von PrPSc umgefaltet wird. Dieses neu entstandene PrPSc wird wiederum die Umfal-
tung weiterer PrPC-Proteine katalysieren. Vermutlich verringert dabei die Ausbildung eines
PrPC-PrPSc-Heterodimers die energetische Barriere der Konformationsänderung. (b) Eine
alternative Vorstellung ist, dass PrPSc einen Keim darstellt. Von diesem ausgehend ﬁndet
eine Polymerisierung statt. Die Umfaltung von PrP stellt in diesem Bild einen reversiblen
Prozess dar, dessen Gleichgewichtskonformation auf der Seite von PrPC liegt. PrPSc kann
allerdings durch die Anlagerung an den Keim stabilisiert werden [131]. (Die Abbildung
beruht auf einer Vorlage aus Aguzzi et al. [131].)
Ein bekanntes Konzept ist die sogenannte Protein-only-Hypothese. Sie besagt, dass allein
PrPSc für die Übertragung der Krankheit, ihren Ausbruch und den fortschreitenden Verlauf
verantwortlich ist. Damit wären die TSE die einzigen bekannten Krankheiten, die von einem
Protein ausgelöst werden. Die Vorstellung ist, dass einzelne PrPSc-Proteine in der Lage sind,
eine Umfaltung von vorhandenem PrPC zu initiieren, wodurch eine Kettenreaktion ausgelöst
wird. Modellvorstellungen der Umfaltung von PrP sind in Abb. 4.16 erläutert. Möglicherweise
löst PrPSc eine katalytische Kaskade aus, in der PrPC oder eine partiell entfaltete Zwischen-
form, PrP+, die aus stochastischen Fluktuationen der Struktur von PrPC entsteht, umgefaltet
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wird. Dieses neu entstandene PrPSc wird wiederum die Umfaltung weiterer PrPC-Proteine ka-
talysieren. Dabei verringert die Ausbildung eines PrPC-PrPSc-Heterodimers die energetische
Barriere der Konformationsänderung. Es ist aber auch möglich, dass PrPSc einen Keim dar-
stellt, von dem aus eine Polymerisierung stattﬁndet. Dabei könnte es sich bei der Umfaltung
von PrP um einen reversiblen Prozess handeln, wobei die Gleichgewichtskonformation zwar
auf der Seite von PrPC liegt, die fehlgefaltete Konformation aber durch die Anlagerung an
den Keim stabilisiert wird. [131]. Es spricht für diese These, dass die Injektion von PrPSc in
gesunde Tiere die Krankheit auslösen kann. Diese Übertragung funktioniert nicht bei Mäu-
sen, denen PrPC fehlt. Dadurch ist ein Zusammenhang mit einer Umfaltung von PrPC belegt.
Würde die Strukturumwandlung nur durch die Zugabe von PrPSc ausgelöst, sollte dies jedoch
auch in vitro stattﬁnden. Dieser ultimative Beweis konnte bislang allerdings nicht erbracht
werden. Eine solche strukturelle Änderung gelang nur durch zusätzliche Zugabe von Zell-
lysat. Dies weist darauf hin, dass das Lysat eine zusätzliche Komponente enthält, die für
die Umwandlung nötig ist. Ein solcher Bestandteil könnte auch erklären, warum kaum eine
Übertragung von TSE zwischen verschiedenen Spezies auftritt [130].
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die sogenannte Multikomponentenhypothese ent-
wickelt. Auch in diesem Konzept ﬁndet eine Umwandlung von normalem PrPC in PrPSc statt,
allerdings wird diese durch PrPSc sowie einem unbekannten Faktor ausgelöst. Es wird vermu-
tet, dass es sich bei diesem Faktor um (u.U. körpereigene) Nukleinsäuren handelt [131, 133].
PrP bindet bei physiologischer Ionenstärke mit großer Aﬃnität an kurze DNA- oder RNA-
Moleküle (z.T. mit Aﬃnitäten im Bereich von nmol/L) sowie an Oligonukleotide und kann eine
Änderung der Struktur von DNA in Richtung einer Aggregation bedingen. Durch eine solche
Bindung kann allerdings auch eine Änderung der Proteinstruktur induziert werden [130, 133].
Die Wechselwirkung tritt v.a. mit den hydrophoben Regionen im N-terminalen Bereich des
Proteins auf [130]. Die Nukleinsäuren könnten bezüglich der Umfaltung eine katalytische oder
Stützgerüst-ähnliche Funktion ausüben. Diesbezüglich gibt es zwei Modellvorstellungen: Ent-
weder katalysiert die Bindung von Nukleinsäuren an PrPC die Umwandlung in eine aktivierte
Form, die dann durch eine Wechselwirkung mit PrPSc in die fehlgefaltete überführt wird (vgl.
Abb. 4.17 (a)). Die andere Möglichkeit ist, dass die Anlagerung der Nukleinsäuren an PrPC
ähnlich einem Gerüst die Bindung von PrPSc begünstigt, woraus wiederum die Umfaltung re-
sultieren würde (vgl. Abb. 4.17 (b)). Die Modellvorstellung lässt oﬀen, ob die Nukleinsäuren
nach der Reaktion abgelöst werden oder an den infektiösen Partikel gebunden bleiben. Die
Multikomponentenhypothese wird durch das experimentelle Ergebnis gestützt, dass eine An-
reicherung von infektiösem PrPSc unter Zugabe von PrPC, RNA und Lipiden in vitro gelang
[133]. Zudem könnte eine Wechselwirkung mit Nukleinsäuren den folgenschweren Verlauf der
Krankheit erklären. Trotz dieser Argumente ist auch die Multikomponentenhypothese bislang
nicht eindeutig belegt [133].
Die neurodegenerativen Erkrankungen TSE, Morbus Alzheimer, aber auch andere Tauo-
pathien, Morbus Parkinson usw. weisen bemerkenswerte Ähnlichkeiten in ihrer Pathogenese
auf: Sie sind durch Akkumulationen eines abnormal veränderten Proteins (wie beispielsweise
Tau-Proteine, β-Amyloid-Peptide oder PrP) charakterisiert. Die Proteine haben auch in ihrer
normalen Form kaum eine deﬁnierte Sekundär- und Tertiärstruktur. Wie PrP treten auch die
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Abbildung 4.17: Multikomponentenhypothese: In diesem Konzept basiert die Umfaltung von PrPC auf dem
Einﬂuss von PrPSc und Nukleinsäuren. Eine Modellvorstellung (a) besagt, dass die Bin-
dung einer Nukleinsäure an PrPC eine Umfaltung bewirkt; die neue Struktur wird durch
Aggregation mit PrPSc stabilisiert. Die Nukleinsäure löst sich dann wieder vom Komplex
ab. Ein alternatives Modell (b) besagt, dass der PrPC/Nukleinsäure-Komplex eine Anbin-
dung von PrPSc erleichtert, wodurch dann die Konformationsänderung hervorgerufen wird.
Die DNA könnte danach vom Komplex abgelöst werden oder gebunden bleiben. Im letzte-
ren Fall würde der infektiöse Partikel aus Protein und Nukleinsäuren bestehen [133]. (Abb.
aus Silva et al. [133], Beschriftung hinzugefügt. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier)
anderen Proteine teilweise im Zellkern auf und können an Nukleinsäuren binden. Aus diesem
Zusammenhang heraus ergibt sich die Hypothese, dass der Kontakt mit Nukleinsäuren bei
all diesen Krankheiten eine Rolle spielen könnte. Es wäre denkbar, dass die Ausprägung der
jeweiligen Krankheit durch eine Interaktion des assoziierten Proteins mit genomischer DNA
hervorgerufen wird, die in einer Veränderung der Expression des jeweiligen Proteins resultiert.
Allerdings gibt es bislang diesbezüglich keinen Nachweis [130, 221].
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5.1 Aufbau und Strahlengang der optischen Pinzette
Abbildung 5.1: Schemadarstellung des Strahlengangs des optischen Aufbaus. Grundlage ist ein inverses
Mikroskop, in das der IR-Laser eingekoppelt ist. (Bild aus [210])
Die optische Pinzette basiert auf einem Nd:YAG-Laser (λ = 1064 nm, maximale Leistung:
1W, LCS-DTL 322; Laser 2000; Wessling, Deutschland) und einem inversen Mikroskop (Axio-
vert S 100 TV, Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Der Laserstrahl passiert zur Vermeidung von
Störungen durch rückgestreutes Licht zuerst einen Faraday-Isolator. Danach wird der Strahl
aufgeweitet und in die rückwärtige Apertur des Mikroskopobjektivs (Plan-Neoﬂuar 100 x
1.30 Öl, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) eingekoppelt, so dass sich der Fokus in der Mess-
zelle beﬁndet. Die hohe numerische Apertur (1,3) ermöglicht dabei das stabile Fangen von
Mikropartikeln. Für eine permanente Regulierung der Laserleistung wird ein kleiner Anteil
des aufgeweiteten Strahls mithilfe eines dichroitischen Spiegels ausgekoppelt. Die Leistung
wird mit einer Photodiode gemessen und mithilfe eines individuell (in LabView) erstellten,
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digitalen Regelkreises konstant gehalten (vgl. Abb. 5.1).
Die Probe wird von oben („Durchlichtmikroskop“) mittels einer Halogenlampe mit IR-Filter
beleuchtet. Um störende thermische Eﬀekte zu vermeiden, ist die Lichtquelle extern ange-
bracht. Die Beleuchtung erfolgt nach der Methode von A. Köhler, um bei optimaler Licht-
ausbeute eine homogene Ausleuchtung des Objekts zu erreichen und den Einﬂuss von kon-
trastminderndem Streu- und Falschlicht zu minimieren [222]. Das mikroskopische Bild kann
durch das Okular betrachtet werden und wird, nach zusätzlicher Nachvergrößerung, von einer
CCD-Kamera (Aufnahmerate: 60Hz) erfasst (vgl. Abb. 5.1). Der gesamte Aufbau beﬁndet
sich auf einem schwingungsgedämpften Tisch und in einem Raum, dessen Temperatur bei
(24± 1) ◦C gehalten wird.
5.2 Objekttisch und volumenoptimierte Messzelle mit
Mikropipette
Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der volumenoptimierten Messzelle. (a) Ansicht von oben.
(b) Seitenansicht.
Die in der Arbeitsgruppe entwickelte, individuell gefertigte Messzelle basiert auf einem wie-
derverwendbaren Edelstahlkorpus (s. Abb. 5.2), der von oben und unten durch Deckgläschen
abgeschlossen wird. Ein in den Grundkörper eingefräster Kanal ermöglicht das Einkleben ei-
ner Mikropipette. Die Höhe von deren Spitze über dem Boden von ∼30μm kann mithilfe einer
Wippe justiert werden. Das Abdichten der Zwischenräume erfolgt durch Silikon. Die Mikropi-
petten mit einem Innendurchmesser an der Spitze von ∼0,8μm werden mit dem Micropipette
Puller P-2000 (Sutter Instruments, Novato, USA) aus Glaskapillaren mit einem Innendurch-
messer von 80μm (Garner Glass, Claremont, USA) gezogen und zur Stabilisierung in einen
Schaft (Glaskapillare mit einem Durchmesser von 1mm, Science Products, Hofheim, Deutsch-
land) eingeklebt. Eine daran angeschlossene Injektionsspritze ermöglicht die Regulierung der
Saugkraft der Mikropipette. Seitlich an der Messzelle beﬁnden sich Ein- und Auslässe, über
die das Medium ausgetauscht werden kann (z.B. Puﬀer, gelöste Mikropartikel oder Protein-
lösung).
Für das Einspülen einer Lösung, die in geringen Mengen vorliegende Proteine enthält, ist
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eine Optimierung des Volumens der Messzelle nötig. Allerdings ist die Größe der Messzelle
durch die schräg verlaufende Mikropipette sowie die Ein- und Auslässe, aber auch durch die
Apertur des Objektivs eingeschränkt und kann nicht beliebig verringert werden. Abb. 5.2 zeigt
ein Schema der volumenoptimierten Messzelle, die ein Volumen von ∼90μL fasst. Für einen
Austausch des Mediums müssen dabei etwa 500μL eingespült werden.
Die Messzelle wird über einen Probenhalter auf dem Piezotisch (P-517.3CD, PI GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) festgeschraubt, der mit Nanometerpräzision über einen Bereich von
200μm in x- und y-Richtung und von 20μm in z-Richtung fahren kann. Die Initialisierung
und Steuerung des Piezotisches kann über das in LabView realisierte Messprogramm vor-
genommen werden. Der Piezotisch ist wiederum auf einem durch Servomotoren gesteuerten
Tisch angebracht, der eine Bewegung über den gesamten Bereich der Messzelle ermöglicht.
5.3 Bildanalyse
5.3.1 Positionsdetektion in der xy-Ebene
Präzise Positions- und Kraftmessungen mit der optischen Pinzette setzen die Lokalisation und
Nachverfolgung von sphärischen Mikropartikeln mit bestmöglicher Genauigkeit voraus. Typi-
scherweise erfolgt dies entweder mithilfe einer Vierquadrantendiode (QPD, Quadrant Photo
Diode) oder durch Bildanalyse [4]. In der vorliegenden Arbeit wurde Bildanalyse genutzt,
wodurch die Position von Mikropartikeln mit einer Genauigkeit von ±2 nm, also deutlich un-
terhalb einer Pixelbreite, bestimmt werden kann. Diese Präzision muss abgegrenzt von der
optischen Auﬂösung eines Mikroskops betrachtet werden. Die Auﬂösung gibt den minimalen
Abstand zweier Objekte vor, bei dem diese noch voneinander unterschieden werden können.
Sie hängt nach den Gesetzen der Wellenoptik von der Wellenlänge der Beleuchtung und der
numerischen Apertur ab und ist durch die sogenannte abbesche Auﬂösungsgrenze von etwa
der Hälfte der Wellenlänge des beobachteten Lichts begrenzt [223]. Die Lokalisierung eines
einzelnen Objekts hingegen kann viel genauer sein als die optische Auﬂösung [224]. Mithil-
fe geeigneter Verfahren ermöglicht die Bildanalyse außerdem die gleichzeitige Lokalisierung
mehrerer Kolloide im Bildfeld sowie eine artefaktfreie Messung von Paarwechselwirkungen
[38, 225, 226].
Abb. 5.3 zeigt das Beugungsbild eines Melaminharz-Mikropartikels. Die im Folgenden erläu-
terten Methoden sind ohne Einschränkungen bei Kolloiden aus Melaminharz oder Polystyrol
anwendbar, da deren Brechungsindizes von 1,68 bzw. 1,59 [Herstellerinformationen von micro-
particles, Berlin, Deutschland] einen ausreichenden Kontrast zum wässrigen Medium geben.
Alle Methoden zur Positionsbestimmung in der xy-Ebene basieren auf der Ermittlung des
Zentrums des sphärischen Partikels und unterscheiden sich in Rechenaufwand und Präzision.
Ein Überblick über diese Methoden ist in Ueberschaer et al. [225] gegeben.
Eine Herangehensweise ist das Anpassen einer zweidimensionalen, empirischen Funktion an
das Intensitätsproﬁl (vgl. Abb. 5.3 (b)). Dieses Verfahren erzielt maximale Genauigkeit, ist
aber durch den notwendigen Rechenaufwand zu langsam für eine Anwendung in Echtzeit. Die
Auswertung erfolgt nach der Messung anhand gespeicherter Bilder. Insofern ist ein solches
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Abbildung 5.3: Beugungsbild eines Mikropartikels. (a) Die mikroskopische Abbildung eines Melaminharz-
Mikropartikels in wässriger Lösung ist dargestellt. (b) Zweidimensionales Intensitätsproﬁl
des in (a) dargestellten Mikropartikels. Zur Bestimmung des Kolloidmittelpunktes muss das
Hauptmaximum lokalisiert werden.
Verfahren nicht für Aktionen während der Messung wie Kraft- oder Positionsregulierungen
nutzbar. Außerdem kann es nicht für die Auswertung von Paarwechselwirkungen eingesetzt
werden, da sich in diesem Fall die Intensitätsproﬁle der beiden Partikel überlagern [38, 225,
227]. Eine Methode, die diese Artefakte vermeiden kann, ist die sogenannte Kantendetektion,
bei der ein Kreis nahe des (ersten) Intensitätsminimums des Beugungsbilds angepasst wird,
dessen Mittelpunkt der Kolloidposition entspricht. Um Kolloidpaare auszuwerten, wird das
Kreissegment, in dem sich die Partikel berühren, ausgespart. Allerdings ist auch hierbei der
Rechenaufwand zu groß für eine unmittelbare Bildanalyse während der Messung [38, 225].
Eine Methode, die die Bildanalyse von Kolloidpaaren in Echtzeit ermöglicht, basiert auf
der Auswertung eindimensionaler Schnitte durch das Intensitätsproﬁl mittels einer Kreuzkor-
relation. Da hierbei wesentlich weniger Pixel in die Berechnung einbezogen werden, ist der
Einﬂuss des Rauschens größer, weshalb die Genauigkeit der oben beschriebenen Methoden
nicht ganz erreicht wird (die Messunsicherheit ist etwa doppelt so groß) [225]. Dafür erlaubt
die Kreuzkorrelationsmethode eine Auswertung mit bis zu 10 kHz [29, 228] und benötigt
auch bei langen Messungen deutlich weniger Speicherplatz, da keine Bilder gespeichert wer-
den. Mit diesen Eigenschaften stellte diese Kreuzkorrelationsmethode für die meisten in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Messungen die Methode der Wahl dar.
Um die Position eines Kolloids zu bestimmen, wird dafür zuerst anhand seiner oberen lin-
ken Ecke (x0, y0) ein quadratischer Bildausschnitt (ROI, Region Of Interest) der Kantenlänge
L festgelegt, der das Intensitätsmaximum eines Mikropartikels beinhaltet. Die Kantenlänge
hängt jeweils vom Abbildungsmaßstab und der Größe des Mikropartikels ab. Aus Gründen
der Übersichtlichkeit sollen die Pixel innerhalb der ROI mit x˜ und y˜ bezeichnet werden, wobei
gilt, dass x˜ = x−x0 und y˜ = y−y0 mit x˜, y˜ ∈ N0∩ [0, L− 1]. Über die gesamte Länge der ROI
werden zwei senkrecht zueinander stehende Streifen der Breite von 20 Pixeln um y˜ = (L−1)/2
und x˜ = (L − 1)/2 ausgewählt (vgl. Abb. 5.4 (a)), die jeweils der Bestimmung der Mittel-
punktskoordinaten x˜K und y˜K dienen. Im Folgenden wird nur der Streifen in x˜ betrachtet; die
Auswertung von y˜ erfolgt analog. Um ein glattes, eindimensionales Intensitätsproﬁl zu erhal-
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Abbildung 5.4: Positionsbestimmung mittels Kreuzkorrelation. (a) Die Abbildung zeigt das Beugungs-
bild eines MF-Mikropartikels sowie die eindimensionalen Intensitätsproﬁle bei x=120 bzw.
y=120. Die ROI ist durch ein grünes Quadrat gekennzeichnet und wird durch die obere linke
Ecke mit den Koordinaten x0, y0 festgelegt. Zur Bildanalyse werden zwei senkrecht zuein-
ander stehende Streifen innerhalb der ROI ausgewertet, wobei zuerst über deren Breite von
20 Pixeln gemittelt wird. (b) Verschobene Kreuzkorrelation K(d+L/2+ x0) des eindimen-
sionalen Intensitätsproﬁles in x mit dem Indexinversen derselben. Ein kleiner Bereich um
das Maximum (rot) wurde mit einem Polynom 2. Grades angepasst, dessen Extremstelle
direkt die Position des Kolloids widerspiegelt.
ten, wird an jeder Stelle x˜ über die Intensitäten der 20 Pixel in y˜ gemittelt. Dieses Proﬁl soll
mit A(x˜) bezeichnet werden. Für die Ermittlung der Kolloidmitte wird die Kreuzkorrelation
K der Funktion A(x˜) mit der richtungsinvertierten Funktion B(x˜) = A(L− x˜) berechnet:
K(d) =
1
L
L−1∑
x˜=0
(
A(x˜)−A) (B(x˜− d)−A) = (A  B)(d), (5.1)
wobei d die Verschiebung und A den Mittelwert des Intensitätsproﬁls beschreiben. Die Tat-
sache, dass die Kreuzkorrelation dem Prinzip der Faltung zweier Funktionen entspricht, er-
möglicht die Berechnung von K über die Fouriertransformierte F der Funktionen A(x˜) und
B(x˜):
K(d) = F−1 (F((A  B)(d))) = F−1 (F (A)∗ F (B)) , (5.2)
wobei F (A)∗ der komplexen Konjugation entspricht. Zur Bestimmung der Maximumsko-
ordinaten von K(d) wird ein Polynom 2. Ordnung an einen Bereich von wenigen Pixeln
um das Maximum angepasst, mit dessen Hilfe die Position der Extremstelle x˜max berech-
net wird. Das Zentrum des Kolloids ist dann durch x˜K = x˜max + (L − 1)/2 bzw. durch
xK = x˜max + (L − 1)/2 + x0 gegeben. Abb. 5.4 (b) zeigt die verschobene Kreuzkorrelation
K(d+L/2+ x0) und die quadratische Anpassung, deren Extremstelle direkt die Position des
Kolloids (in Pixel) widerspiegelt. Eine Nachverfolgung des Partikels wird realisiert, indem die
Position der ROI (x0, y0) des folgenden Bildes automatisch um x˜max bzw. y˜max verschoben
wird, so dass sich der Mikropartikel im Zentrum der ROI beﬁndet. Durch dieses Verfahren ist
eine Lokalisation mit einer Genauigkeit von etwa ±2 nm möglich.
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Abbildung 5.5: (a) Um Artefakte bei der Positionsanalyse von zwei Mikropartikeln in engem Kontakt zu
vermeiden, werden die Streifen für die Kreuzkorrelation um 45◦ gedreht. Dadurch wird
der Bereich, wo sich die Kolloide berühren, von der Analyse ausgeschlossen. (b) Durch
Bildanalyse ausgewertete Kraft-Abstandskurven ohne (rote Kreise) und mit (blaue Dreiecke)
Rotation um 45◦. Bei der Analyse ohne Rotation zeigt sich beim Annähern der Kolloide
eine scheinbare Anziehung, die durch einen Fehler der Bildanalyse durch Überlagerung der
Beugungsbilder zustande kommt. Dieses Artefakt kann durch Rotation der Streifen für die
Auswertung vermieden werden. Um den Eﬀekt zu verdeutlichen, wurde die Kantenlänge
entsprechend dem Durchmesser der Kolloide gewählt.
Bei der Positionsanalyse von zwei Mikropartikeln in engem Kontakt ist diese Methode
jedoch nur bedingt einsetzbar, da Störungen durch die Überlagerung der Intensitätsproﬁle
auftreten können [227] (s. Abb. 5.5 (b)). Diese hängen von verschiedenen Parametern ab wie
der Kolloidgröße, dem Abbildungsmaßstab, Eigenschaften der Beleuchtung, aber auch der
Wahl der Kantenlänge L. Um daraus resultierende Artefakte zu vermeiden, wurde das Ver-
fahren der gedrehten Kreuzkorrelation entwickelt und in Ueberschär et al. [225] veröﬀentlicht.
Störungen durch Überlagerung der Intensitätsproﬁle treten vor allem in der Region, wo sich
die Partikel berühren, auf. Um diesen Bereich von der Analyse auszuschließen, erfolgt vor der
Anwendung des oben beschriebenen Algorithmus eine Rotation des Bildes um 45◦ (vgl. Abb.
5.5 (a)). Die resultierenden Mittelpunktskoordinaten werden im Anschluss wieder auf die x-
bzw. y-Achse projiziert. Auf diese Art und Weise können die Positionen von zwei Kolloiden
in engem Kontakt detektiert werden (s. Abb. 5.5 (b)). Dies wurde durch den Vergleich mit
anderen Verfahren zur Bildanalyse, wie der Kantendetektion, belegt.
5.3.2 Höhendetektion
Die Kenntnis der axialen Position eines Mikropartikels ist in vielen Fällen von großer Wich-
tigkeit, auch wenn das Experiment in der xy-Ebene ausgeführt wird. Ein Beispiel dafür ist,
dass sich zwei Kolloide zur Untersuchung ihrer paarweisen Wechselwirkung auf einer Höhe
beﬁnden sollten. Außerdem ermöglicht die Kenntnis der z-Position eines Partikels an einer
Mikropipette die aktive Kompensation von deren Drift, was in Langzeitexperimenten von
entscheidender Bedeutung ist. Dennoch stellt eine schnelle und stabile z-Positionsdetektion
häuﬁg eine Herausforderung dar und ist nur selten implementiert.
Eine Methode, die typischerweise bei Messungen mit magnetischen Pinzetten eingesetzt
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wird, ist das Erstellen einer Nachschlagetabelle, die das Beugungsmuster eines Kolloids in
verschiedenen Abständen vom Fokus beinhaltet [7, 229]. Dafür wird ein auf das Deckgläschen
geklebter Mikropartikel durch den Fokus gefahren. Diese Methode setzt eine Beleuchtung
mit parallelem, monochromatischen Licht voraus, so dass die Abbildung des Partikels aus ei-
ner Abfolge von Beugungsringen besteht. Deren Anzahl und Radien hängen maßgeblich vom
Abstand vom Fokus ab. Die Höhe wird dann durch Mittelung über das Proﬁl des Beugungsbil-
des über 360◦ und den Vergleich mit der Nachschlagetabelle bestimmt. Eine andere Methode
nutzt den scheinbaren Radius der Abbildung des Partikels, also den Abstand zwischen der
Partikelmitte und dem ersten Beugungsminimum, dessen Wert wiederum mit einer im Voraus
erstellten Nachschlagetabelle verglichen wird [230].
Abbildung 5.6: (links) Schematische Darstellung der Höhendetektion. Das Referenzpolynom wird anhand
eines mit der Mikropipette gehaltenen Kolloids bestimmt, indem dieses durch Bewegung
des Piezotisches in deﬁnierten Schritten von 100 nm in z-Richtung über eine Gesamtdistanz
von etwa 2000 nm um die Fokalebene bewegt wird. In jeder Höhe werden mindestens 20
Bilder analysiert. (rechts) Die Abbildung zeigt das typische Beugungsbild eines Kolloids,
dessen Zentrum durch das gelbe Fadenkreuz markiert ist. Das Quadrat stellt die ROI für
die Höhendetektion, ein Quadrat von 81x81 Pixel mit den Elementen Ii,j ; i, j ∈ Z∩[−40, 40],
dar, wobei i = j = 0 der Position des Kolloids entspricht.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine stabile, schnelle und einfach zu implementie-
rende Methode entwickelt, mit der sich die relative Höhe eines Mikropartikels unter normaler
Mikroskopbeleuchtung mit weißem Licht bestimmen lässt. Diese wurde in Wagner et al. [226]
veröﬀentlicht. Die Methode basiert auf der Änderung des Beugungsbildes in der xy-Ebene.
Sowohl die Form als auch die Intensität des Hauptmaximums dieser Abbildung hängen stark
von der Höhe des Partikels bezüglich der Fokalebene ab. Es wurde für die Kombination des
hier verwendeten Partikeldurchmessers von 2,3μm und des Maßstabes von 13,25 nm/Pixel
empirisch festgestellt, dass ein Quadrat von 81x81 Pixeln um die Mittelpunktsposition des
Kolloids eine ausgeprägte Höhenabhängigkeit aufweist (vgl. Abb. 5.6). Die Matrixelemente
innerhalb dieses Quadrats seien mit Ii,j bezeichnet, wobei i, j ∈ Z∩ [−40, 40] und die Position
i = j = 0 dem Mittelpunkt des Partikels entspricht.
Die relative Höhe berechnet sich auf der Grundlage eines vordeﬁnierten Referenzpolynoms.
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Abbildung 5.7: Das Referenzpolynom. Die Abbildung zeigt die Summe S(z) in Abhängigkeit von der re-
lativen Höhe z. Die Höhe des Kolloids wurde mithilfe des Piezotisches in Schritten von
100 nm geändert. Jeder Punkt stellt den Mittelwert über 20 Bilder einer Höhe dar, wobei
die Fehlerbalken durch die Standardabweichung σS(z)(z) gegeben sind. Für den gesamten
Bereich von 1400 nm besteht eine monoton steigende Abhängigkeit, an die sich ein Polynom
3. Ordnung, das Referenzpolynom, anpassen lässt. Die Höhe eines Kolloids lässt sich dann
bestimmen, indem man S(z) für das aktuelle Bild berechnet und das Polynom für diesen
Wert löst. Einfügung: Die Standardabweichung der z-Position, σz(z), ist dargestellt. Diese
wurde für jede Höhe aus σS(z)(z) berechnet. Wie Gl. 5.4 zeigt, hängt σz(z) von der Höhe
ab. Die optimale Standardabweichung von z beträgt 5 nm.
Zum Erstellen dieses Referenzpolynoms wird das Beugungsbild des Kolloids an der Mikro-
pipette in verschiedenen Höhen analysiert. Dafür wird zuerst der Bildausschnitt I initi,j eines
willkürlich gewählten Bildes (nahe der Fokalebene) als Referenzbild (z=0) deﬁniert und ab-
gespeichert. Dann wird die Mikropipette mithilfe des Piezotisches in deﬁnierten Schritten
der Größe von 100 nm in +z- und −z-Richtung bewegt. Von jedem Bildausschnitt Iaktuelli,j (z)
werden die Intensitätswerte Iiniti,j punktweise abgezogen. Danach werden alle Einträge der
Diﬀerenzmatrix aufsummiert:
S(z) =
∑
i,j
(
Iactuali,j (z)− Iiniti,j
)
(5.3)
In jeder Höhe werden mindestens 20 Bilder aufgenommen und der Mittelwert von S(z), 〈S(z)〉 ,
gebildet. Damit stellt 〈S(z)〉 einen Zusammenhang zwischen den Beugungsbildern und der
Höhe relativ zum Referenzbild her. Wie in Abb. 5.7 ersichtlich, ist der Zusammenhang über
einen Bereich von mehr als 1400 nm monoton steigend und lässt sich durch ein Polynom 3.
Grades beschreiben, das im Folgenden als Referenzpolynom bezeichnet wird. Nun kann die
Höhe eines Mikropartikels bestimmt werden, indem S(z) für das aktuelle Bild berechnet und
die polynomische Gleichung für diesen Wert gelöst wird. Aufgrund des festgelegten Deﬁniti-
onsbereichs der Höhe ist die Lösung wohldeﬁniert und eindeutig. Es muss allerdings beachtet
werden, dass ein Referenzpolynom immer nur bezüglich des einen, im vornherein festgelegten
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Referenzbildes Iiniti,j deﬁniert ist.
Die Unsicherheit der aus der Auswertung einzelner Bilder erhaltenen Höhe σz(z) berechnet
sich aus der Standardabweichung σS(z)(z) der Werte von S(z) auf jeweils einer Höhe
σz(z) =
σS(z)(z)
dS(z)/dz|z . (5.4)
Die Fluktuationen von S(z) resultieren dabei aus dem Bildrauschen und unterliegen keiner
Drift. Letzteres wurde durch die Aufnahme von S(z) über mehrere Minuten bestätigt. Wie in
der Einfügung in Abb. 5.7 dargestellt, hängt die Standardabweichung von der Partikelhöhe
ab. Es wurde ein optimaler Wert von 5 nm ermittelt.
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Abbildung 5.8: Die Abbildung zeigt je 10 Schritte in z-Richtung der Weite von 10 nm von drei verschie-
denen, mit einer Mikropipette gehaltenen Kolloiden (3 parallele Geraden). Die z-Position
wurde mit der hier beschriebenen Höhendetektion in Bezug auf dasselbe Referenzbild und
Referenzpolynom bestimmt. Die roten Kreise kennzeichnen dabei den Mittelwert von 60 Bil-
dern auf je einer Höhe. Die Kolloide sind von derselben Sorte und haben insofern die gleiche
Größe. Es wurden Schrittweiten von (10 ± 2) nm ermittelt. Dieses Experiment zeigt, dass
die Höhendetektion eine Genauigkeit von bis zu 2 nm ermöglicht. Einfügung: Histogramm
der ermittelten Schrittweiten.
In einem Testexperiment wurde die Höhe des mit der Mikropipette gehaltenen Mikropar-
tikels mithilfe des Piezotisches in 10 nm-Schritten verändert und mit der oben beschriebenen
Methode berechnet. Abb. 5.8 zeigt das Ergebnis für drei verschiedene Kolloide gleicher Sorte,
die alle mit demselben Referenzpolynom und in Bezug auf dasselbe Referenzbild analysiert
wurden. Die detektierte Schrittgröße von (10 ± 2) nm stimmt mit der vorgegebenen über-
ein. Dieser Test zeigt, dass die Methode mit einer Genauigkeit von bis zu 2 nm funktioniert
und dass das Ergebnis unabhängig von dem jeweiligen Kolloid ist, solange die Kolloide eine
ähnliche Größe aufweisen.
Tab. 5.1 zeigt eine Übersicht über die Genauigkeit der Höhendetektion für verschiedene
Kolloidgrößen, -materialien und Kameramaßstäbe. Unter der Voraussetzung einer Anpassung
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Tabelle 5.1: Übersicht über verschiedene Kolloidgrößen, -materialien und Abbildungsmaßstäbe der Kame-
ra. Die resultierende optimale Standardabweichung der Höhendetektion wurde mittels Gl. 5.4
berechnet.
Material Durchmesser Kameramaßstab σoptimal(μm) (nm/Pixel) (nm)
Melaminharz 2,3
13,25
5
Polystyrol 1,8 5
Polystyrol 3,21 6
Polystyrol 4,21 6
Polystyrol 6,24 5
Silika 4,87 15
Polystyrol 2,3 106 12Polystyrol 6,24 8
der Größe des Quadrats Ii,j ist diese unabhängig vom Durchmesser der Kolloide. Die optima-
le Kantenlänge entspricht dabei in etwa dem Partikelradius in Pixeln. Allerdings vergrößert
sich der Bereich, in dem die Methode anwendbar ist, mit zunehmender Kolloidgröße. Dieser
entspricht in etwa dem Durchmesser des Kolloids. Auch bei Nutzung verschiedener Kame-
ramaßstäbe ist eine Anpassung der Größe des Quadrats Ii,j nach der oben beschriebenen
Abschätzung vonnöten. Dieser Maßstab kann die Genauigkeit der Höhendetektion beeinﬂus-
sen, wenn das resultierende Quadrat nur noch aus wenigen Pixeln besteht. Dies lässt sich
jedoch durch den Einsatz größerer Mikropartikel beheben (s. Tab. 5.1).
Die Voraussetzung für eine optimale Auﬂösung ist ein ausreichender Unterschied der Bre-
chungsindizes der Mikropartikel und des Umgebungsmediums. Diese ist für Melaminharz-
(Brechungsindex 1,68) oder Polystyrolpartikel (Brechungsindex 1,58) in wässriger Lösung er-
füllt. Dennoch kann die Höhendetektion auch bei geringerem Kontrast, wie z.B. bei Silika-
partikeln (Brechungsindex 1,42) in wässriger Lösung, eingesetzt werden. Im Fall von Silika-
partikeln ist allerdings die erreichte Genauigkeit um einen Faktor von drei schlechter als bei
Polystyrolkolloiden (s. Tab. 5.1).
Generell ist diese Methode zur Höhendetektion schnell und einfach zu implemetieren und
erfordert weder eine besondere Beleuchtung noch aufwändige Berechnungen, da nach Erstellen
des Referenzpolynoms keine Anpassungen oder Mittelungen durchgeführt werden müssen. Da
zur Berechnung von S(z) über mehr als 6500 Pixel summiert wird (für einen Partikeldurchmes-
ser von 2,3μm und einen Kameramaßstab von 13,25 nm/Pixel) ist der Beitrag eines einzelnen
Pixels gering. Dies bedingt die Stabilität der Höhendetektion, die weitgehend unempﬁndlich
gegenüber Rauschen und kleinen Störungen ist. In dem in Kapitel 5.1 beschriebenen Aufbau
ist der Bereich, über den die Methode genutzt werden kann, auf einen Abstand von der Fo-
kalebene von einem Partikelradius (jeweils in ±z-Richtung) beschränkt, da das Beugungsbild
in größeren Abständen verblasst. Dennoch ist dieser Bereich ausreichend für Experimente in
der xy-Ebene, wo die Höhe eine zusätzliche Information darstellt.
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5.4 Kalibrierung der optischen Falle
Für präzise Messungen von Kraft und Abstand mit der optischen Pinzette ist die exakte Be-
stimmung des Abbildungsmaßstabs und der Fallensteiﬁgkeit notwendig. Zur Kalibrierung des
Abbildungsmaßstabs werden etwa 100 Bilder von einem Mikrometerstandard, der sich in der
Fokalebene des Mikroskopobjektivs beﬁndet, aufgenommen (s. Abb. 5.9 (a)). Der Maßstab
entspricht dem Quotienten des gegebenen Abstandes zwischen zwei Ablesemarken von 2μm
und dessen Wert in Pixel, der durch die Auswertung der Bilder ermittelt wird. Letztere er-
folgt mithilfe eines individuell geschriebenen Programms (in LabView). Zuerst wird manuell
ein Bereich der Breite von 20 Pixeln gewählt, in dem die Skala gut erkennbar ist. Um das
Proﬁl zu glätten, berechnet das Programm an jeder Stelle in x den jeweiligen Mittelwert der
Farbintensität der 20 Pixel in y. Abb. 5.9 (b) zeigt den resultierenden Querschnitt, von dem
die Positionen der Minima und deren Abstände (in Pixel) bestimmt werden. Zur Bestimmung
des Maßstabs wird über die Abstände benachbarter Minima aller Bilder gemittelt. Es wurde
ein Wert von (13, 25± 0, 05) nm/Pixel ermittelt.
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Abbildung 5.9: Kalibrierung des Abbildungsmaßstabs. (a) Abbildung eines Mikrometerstandards in der
Fokalebene des Mikroskopobjektivs. Der Abstand zweier Ablesemarken beträgt 2μm. Zur
Maßstabsbestimmung wird das Proﬁl eines Bereichs der Breite von 20 Pixeln ausgewertet
(oranger Streifen). (b) Proﬁl der Farbintensität des orange markierten Bereichs aus (a). Die
Abbildung zeigt an jeder Stelle x den Intensitätsmittelwert der 20 Pixel in y.
Die auf einen gefangenen Partikel wirkende Kraft wird über das hooksche Gesetz F = −kΔx
aus dem Abstand Δx des Kolloidmittelpunktes vom Fokus der optischen Falle berechnet (vgl.
Kapitel 2). Die Kraftkonstante k kann dabei mit verschiedenen Methoden wie die Auswertung
der brownschen Fluktuationen des gefangenen Kolloids mithilfe der spektralen Leistungsdich-
te, über das Äquipartitionstheorem oder auf Basis der stokesschen Reibung ermittelt werden
[4]. Für kleine Frequenzen (f << fc) ist die spektrale Leistungsdichte aufgrund der räum-
lichen Beschränkung konstant, während bei großen Frequenzen (f >> fc) ein Abfall gemäß
1/f2 auftritt. Letztere Abhängigkeit ist charakteristisch für die brownsche Bewegung ohne
den Einﬂuss der optischen Falle [48]. Deshalb kann die Frequenzabhängigkeit der spektralen
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Leistungsdichte eines gefangenen Kolloids durch die Lorentzfunktion
S(f) =
kBT
6π3ηr(f2c + f
2)
beschrieben werden, wobei η die Viskosität des Umgebungsmediums, r den Radius des Kolloids
und fc die Eckfrequenz darstellen. Die Bestimmung der Kraftkonstante erfolgt dann über die
Eckfrequenz [4, 29]
fc =
k
12π2ηr
. (5.5)
Allerdings ist dafür eine Aufnahmerate deutlich oberhalb der Eckfrequenz nötig. Mit Glei-
chung 5.5 kann die Eckfrequenz für das in der vorliegenden Arbeit genutzte System (r =
1, 15μm, η ≈ ηWasser, 25◦C = 0, 891mPas, k ≈ 0.08 pN/nm) auf knapp 700Hz abgeschätzt
werden. Die Bestimmung der Kraftkonstante über das Äquipartitionstheorem
k =
kBT
σ2x
mit der Varianz der x-Positionen σ2x stellt dieselbe Anforderung an die Aufnahmerate. Hierbei
wird die Kraftkonstante bei zu kleiner Rate überschätzt [4]. Bei der Bildaufnahmerate des hier
beschriebenen Versuchsaufbaus von 60Hz können diese Verfahren insofern nicht angewendet
werden.
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Abbildung 5.10: Prinzip der Kraftkalibrierung. Das Histogramm zeigt die Häuﬁgkeit der Position des Kol-
loidmittelpunktes x während einer periodischen Bewegung des Piezotisches mit konstanter
Geschwindigkeit (v = 250μm/s) in x. Aufgrund stokesscher Reibung wird das Kolloid
durch die Bewegung des Umgebungsmediums um die Distanz xD aus der Gleichgewichts-
position in der optischen Falle ausgelenkt. Die Position der Maxima wurde durch die
Anpassung von Gaußfunktionen bestimmt. Einfügung: Zeitlicher Verlauf der Auslenkung
des Kolloids durch die periodische Bewegung des Piezotisches.
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Abb. 5.10 zeigt das Prinzip zur Ermittlung der Kraftkonstante durch stokessche Reibung.
Durch eine periodische Hin- und Herbewegung des Piezotisches mit deﬁnierter, konstanter
Geschwindigkeit v in x kann das Medium relativ zur Position der optischen Falle, in der das
Kolloid gefangen ist, bewegt werden. Durch stokessche Reibung wirkt dann eine Kraft F auf
das Kolloid, die eine Auslenkung aus dem Minimum des harmonischen Potentials der optischen
Pinzette um jeweils xD(v) bewirkt (vgl. Abb. 5.10, Einfügung). Dabei können Einﬂüsse vom
Boden der Messzelle aufgrund der Höhe des Kolloids von ∼30 μm vernachlässigt werden. Trägt
man die Positionen x des Kolloidmittelpunkts in einem Histogramm auf, so sind zwei Maxima
zu beobachten, die jeweils der Auslenkung des Kolloids in +x- bzw. −x-Richtung entsprechen
(s. Abb. 5.10). Die Bestimmung der Kraftkonstante k erfolgt für jede Geschwindigkeit v des
Piezotisches über das Gesetz von Stokes:
F = −kxD = 6πηrv (5.6)
Sofern nicht anderweitig angegeben, wurde in der vorliegenden Arbeit eine an der Photodiode
gemessene Laserleistung (vgl. Kapitel 5.1) von 225 mW verwendet, die einer Kraftkonstante
von (0, 080± 0, 003) pN/nm entspricht.
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5.5 Mess- und Auswerteprogramme
5.5.1 Automatische Höhen- und Positionsregulierung
Bei lang andauernden Messungen spielt die thermische Drift der Mikropipette eine entschei-
dende Rolle. Da für reproduzierbare Wiederholungen einzelner Abläufe (wie beispielsweise
Kraft-Abstandskurven) eine identische Ausgangsposition der Kolloide nötig ist, müssen drift-
bedingte Verschiebungen korrigiert werden. Aus diesem Grund wurde ein Messprogramm, das
eine automatische Höhen- und Positionskorrektur beinhaltet, entwickelt (in LabView). Mit
dem Start des Messprogramms werden die Kamerabilder in Echtzeit übergeben und stehen
für eine Analyse zur Verfügung. Nach Vorgabe der Kraftkonstante k und des Kameramaßstabs
können Kräfte und Abstände direkt berechnet werden. Das Messprogramm erlaubt zudem die
Steuerung der Bewegungen des Piezotisches.
Abbildung 5.11: Schematische Darstellung des Programmablaufs der automatischen Positions- und
Höhenkorrektur.
Abb. 5.11 gibt eine schematische Übersicht über den Programmablauf der Positions- und
Höhenkorrektur. Dabei wird zuerst das Referenzbild festgelegt, das die Ausgangsposition des
Kolloids an der Mikropipette (xMP0 ,yMP0 ,zMP0 ) deﬁniert. Für die Anwendung der Höhendetek-
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tion wird dann mit diesem Referenzbild das Referenzpolynom, wie in Kapitel 5.3.2 beschrie-
ben, erstellt. Danach werden die Aktionen während eines einzelnen Messablaufes der Dauer
T , z.B. die Bewegung des Piezotisches, mit der Vorgabe identischer Start- und Endpositionen,
deﬁniert.
Zu Beginn der Messschleife wird die jeweilige ROI zur Bestimmung der Position der Kolloide
(vgl. Kapitel 5.3.1) in der optischen Falle und an der Mikropipette erneut vorgegeben. Danach
wird die Position der optischen Falle (xOT0 , yOT0 ) durch Mittelung der Zentrumskoordinaten
des darin gefangenen Kolloids (xOT , yOT ) ohne Krafteinwirkung über 75 Bilder bestimmt. Die
wirkende Kraft in x ist dann durch F [pN] = (xOT −xOT0 ) [Pixel]∗13, 25 nm/Pixel∗k [pN/nm]
gegeben (analog in y).
In der folgenden Positionskorrektur in der xy-Ebene wird die jeweilige Abweichung der ak-
tuellen von der Ausgangsposition ΔxMP = xMP − xMP0 ermittelt und durch Bewegung des
Piezotisches um −(ΔxMP ∗ 13, 25) nm korrigiert. Danach wird die Abweichung der Höhe auf
Basis des vordeﬁnierten Referenzbilds, wie in Kap. 5.3.2 beschrieben, bestimmt und ebenfalls
mithilfe des Piezotisches korrigiert. Nachdem damit die Ausgangsposition des Kolloids in der
Mikropipette wiederhergestellt ist, erfolgt der Messablauf. Dabei werden kontinuiertlich Bilder
aufgenommen, die Positionen beider Kolloide in x und y bestimmt sowie die Kraft berechnet.
Diese Informationen werden zuzüglich des jeweiligen Zeitstempels in eine Tabelle geschrie-
ben. Nach Ablauf der Dauer T wird die Tabelle auf der Festplatte (in ASCII-Kodierung)
gespeichert. Zudem besteht die Möglichkeit der Beendigung der Schleife.
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Abbildung 5.12: Höhendiﬀerenz Δz zwischen dem optisch gefangenen Kolloid und demjenigen an der Mikro-
pipette über einen Zeitraum von 10 Minuten. Ohne Regulierung driftet die Mikropipette
mit einer Rate von ∼65 nm/min, hingegen wird dieser Drifteﬀekt durch den Einsatz der
automatischen Positions- und Höhenregulierung ausgeglichen.
Abb. 5.12 zeigt die Höhendiﬀerenz zwischen dem optisch gefangenen Kolloid und demjeni-
gen an der Mikropipette mit sowie ohne Nutzung der Positions- und Höhenregulierung über
einen Zeitraum von 10 Minuten. Ohne Regulierung driftet die Mikropipette mit einer Rate
von ∼65 nm/min. Diese Driftrate hängt allerdings maßgeblich von der jeweiligen Messzelle ab
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und kann starke Schwankungen aufweisen, weshalb eine systematische Korrektur nicht mög-
lich ist. Da Kraft-Abstandskurven zweier Kolloide durch solche Höhendiﬀerenzen verfälscht
werden, ist eine Regulierung zwingend notwendig [226]. Das oben beschriebene Programm zur
Positions- und Höhenregulierung gleicht die Drift aus (vgl. Abb. 5.12) und ermöglicht damit
die automatische Durchführung einer großen Anzahl an Messabläufen, wie für die Untersu-
chung von Rezeptor/Ligand-Messungen notwendig ist.
5.5.2 Automatische Kraftregulierung
Bei den Messungen zur Protein/DNA-Wechselwirkung wird die Kraft mithilfe eines digitalen
Regelkreises auf einem konstanten, im Voraus festgelegten Niveau FSoll gehalten. Dieser Re-
gelkreis ist in das individuell geschriebene Messprogramm (in LabView) integriert, wobei die
auf das Kolloid in der optischen Falle wirkende Kraft F (t), wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben,
in Echtzeit bestimmt wird. Um den Einﬂuss des Rauschens zu verringern, wird jeweils der
gleitende Durchschnitt über 5 aufeinander folgende Kraftwerte 〈F (t)〉 betrachtet. Aus der
Diﬀerenz zwischen diesem Wert und dem Sollwert FSoll−〈F (t)〉 errechnet das Programm mit
einem PID11-Algorithmus die Schrittweite der Nachregelung, die dann über eine Bewegung
des Piezotisches erfolgt.
Abbildung 5.13: Nachregelung des Piezotisches bei sinusförmiger Veränderung des Sollwerts der Kraft (rot).
Nach der Optimierung der Parameter P , I und D folgt der aktuelle Kraftwert (Istwert,
schwarz) dem durch den Sollwert vorgegebenen Verlauf mit einer Standardabweichung von
0,4 pN [210].
Die Implementierung und Optimierung dieses Regelkreises sind in der Diplomarbeit von
C. Wagner [210] ausführlich beschrieben. Zur Bestimmung der Parameter P , I und D wurde
11Der Algorithmus für diese Berechnung beinhaltet einen proportionalen (P), einen integralen (I) und einen
diﬀerentiellen (D) Anteil. Der proportionale Anteil steht im direkten Verhältnis zum Eingangssignal, hat eine
schnelle Nachregelung zur Folge, kann aber bei komplexeren Regelstrecken mit Totzeit schnell zu Instabili-
täten führen, da der Regler nur auf die unmittelbare Abweichung zum Regelzeitpunkt reagiert. Der integrale
Anteil ist das „Gedächtnis“ des Regelkreises. Er summiert alle bisherigen Regelabweichungen auf und führt
zu langsamer, aber genauer Regelung. Der diﬀerentielle Anteil reagiert auf die Änderung der Abweichung
vom Sollwert. Er bewirkt eine schnelle Reaktion, kann aber leicht Schwingungen zur Folge haben [231]. Das
Ausgangssignal berechnet sich als Summe dieser, jeweils gewichtet mit den sogenannten PID-Parametern P ,
I bzw. D.
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der Sollwert der Kraft sinusförmig verändert, so dass durch den Anstieg der trigonometrischen
Funktion die maximal zu erwartende Rate der Kraftänderung simuliert wird. Die Parameter
werden dann vor jeder Messung so eingestellt, dass die Nachregelung der Vorgabe durch den
Sollwert bestmöglich folgt (vgl. Abb. 5.13). Mithilfe dieses Regelkreises kann die Kraft mit
einer Standardabweichung von 0,4 pN konstant gehalten werden.
5.5.3 Automatische Auswertung der Abrisskurven
Zur objektiven Auswertung einer großen Anzahl an Abrisskurven wurde eine Routine (in C )
programmiert, die unter anderem die Abrisskraft, die Belastungsrate und die Federkonstante
des Rezeptor/Ligand-Komplexes ausgibt. Um eine von der Datenerfassung möglichst unab-
hängige Analyse zu gewährleisten, basieren die Berechnungen nur auf den Mittelpunktsko-
ordinaten der Kolloide in der optischen Falle und an der Mikropipette sowie dem jeweiligen
Zeitstempel.
Zuerst werden aus den eingelesenen Koordinaten die wirkenden Kräfte sowie die Abstände
zwischen den Kolloiden, bezogen auf die Achse, die die Mittelpunkte der Kolloide verbindet
(Partikelabstandsachse), berechnet. In diesem neuen, gedrehten Koordinatensystem ist die
x-Achse also durch die Partikelabstandsachse vorgegeben. Mit (xOT , yOT ) bzw. (xMP , yMP )
seien die Mittelpunktspositionen der Kolloide in der optischen Falle bzw. an der Mikropipette
in Bezug auf dieses Koordinatensystem bezeichnet. Die Position der optischen Falle wird
aus dem Mittelwert der ersten 100 Positionsdaten des gefangenen Kolloids, auf das keine
Kraft wirkt, bestimmt (xOT0 , yOT0 ). Mit der Kraftkonstante k und dem Kameramaßstab von
13,25 nm/Pixel ist die Kraft F auf das Kolloid in der optischen Falle dann durch 13, 25k(xOT−
xOT0 ) (analog für y) gegeben. Um den Oberﬂächenabstand D zu bestimmen, werden vom
Mittelpunktabstand der Kolloide die Radien der beiden Kolloide abgezogen.
Auf diese Weise können auch mit der um 45◦ gedrehten Bildanalyse (s. Kapitel 5.3.1) ermit-
telte Positionsdaten ohne weitere Bearbeitung ausgewertet werden, da das Auswerteprogramm
zuerst die Projektionen auf die neuen, durch die Partikelabstandsachse vorgegebenen Achsen
berechnet. Des Weiteren schließt dieses Verfahren Ungenauigkeiten aus, die aus einer Verschie-
bung zwischen der durch den Piezotisch deﬁnierten und der durch die Kamera vorgegebenen
x-Achse entstehen.
Abb. 5.14 (a) zeigt den zeitlichen Verlauf F (t) einer einzelnen repräsentativen Abrisskurve.
Um die Stellen der Abrisse tabriss in einer Abfolge solcher Kurven zu bestimmen, werden diese
zuerst mit dem Verfahren eines gleitenden Durchschnittes über N Punkte geglättet (G(t)).
Dadurch wird der Einﬂuss einzelner Spitzen durch Rauschen oder kleine Störungen vermin-
dert. Danach folgt das Durchsuchen dieser geglätteten Kurve nach Minima anhand folgender
Kriterien: In dem Bereich von drei Kraftwerten vor bzw. nach dem Minimum muss die Kurve
monoton fallend bzw. monoton steigend sein. Zudem wird ein Schwellwert von -1 pN vorge-
geben, den die Kraft an der Extremstelle unterschreiten muss. Dieses Verfahren bestimmt
die ungefähre Position eines Abrisses. Zur genauen Lokalisation wird die ungeglättete Kur-
ve im Bereich von ±N/2 Datenpunkten um die Stelle des Minimums von G(t) nach einer
Extremstelle durchsucht. Dabei ﬁnden wiederum die oben genannten Kriterien Verwendung,
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Abbildung 5.14: Die Auswertung einer Abrisskurve mit der Auswerteroutine. (a) Die Abbildung stellt den
zeitlichen Verlauf der Abrisskurve, F (t), dar. Das Minimum dieser Kurve entspricht der Ab-
risskraft. ΔFtext wird berechnet, um sicherzustellen, dass ein Abriss stattgefunden hat (da-
für muss |ΔFtest| > |Fabriss| /4 gelten). Die Belastungsrate F˙ wird durch eine lineare An-
passung des Kurvenverlaufs kurz vor dem Abriss bestimmt. (b) Die Kraft-Abstandskurve
(F (D)) dieser Abrisskurve (schwarze Kreise) sowie ein Mehrfachabriss (graue Dreiecke).
Mithilfe des Auswerteprogramms kann die Abrisslänge, ΔDAbriss berechnet werden. Die
lineare Anpassung von F (D) innerhalb dieses Bereichs entspricht der Federkonstante kRL
des Rezeptor-Ligand-Komplexes.
allerdings mit einem vorgegebenen Schwellwert von -1,5 pN. Zusätzlich wird die Diﬀerenz zwi-
schen der Kraft an der Stelle des Abrisses und dem Wert zwei Datenpunkte danach, ΔFtest,
bestimmt, um sicherzustellen, dass ein Abriss stattgefunden hat. Dafür muss erfüllt sein, dass
|ΔFtest| > |Fabriss| /4.
Das resultierende Minimum beschreibt die Stelle des Abrisses tabriss und die zugehörige
Abrisskraft Fabriss. Mehrfachabrisse, die durch das Auftreten von mehr als einem Minimum
innerhalb eines Abrisses charakterisiert sind (s. Abb. 5.14 (b)), werden durch die Vorgabe eines
zeitlichen Mindestabstandes zwischen benachbarten Extremstellen erkannt und verworfen.
Die Lokalisation eines Abrisses ermöglicht die Berechnung charakteristischer Parameter
(vgl. Abb. 5.14). Die Belastungsrate F˙ wird dabei durch eine lineare Anpassung der F (t)-
Kurve vor dem Abriss bestimmt. Zudem kann die Abrisslänge, ΔDAbriss aus der Diﬀerenz des
Abstands beim Abriss und am Schnittpunkt mit der Basislinie bei F = 0 berechnet werden.
Die lineare Anpassung von F (D) innerhalb dieses Bereichs entspricht der Federkonstante kRL
des Rezeptor-Ligand-Komplexes.
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6.1 Tau-Peptide und phosphorylierungsspeziﬁsche monoklonale
Antikörper
Die Tau-Peptide und die monoklonalen Antikörper wurden von Dr. David Singer (Institut für
Bioanalytische Chemie, Universität Leipzig) zu Verfügung gestellt. Die Tau-Peptide wurden
durch Festphasenpeptidsynthese hergestellt und weisen jeweils einen deﬁnierten Phosphory-
lierungsgrad auf. Eine detailierte Beschreibung der Herstellung ﬁndet sich in Singer et al.
[120]. Für die hier beschriebenen Experimente kamen folgende Tau-Peptide zum Einsatz:
das biphosphorylierte Tau-Peptid, tau226-240[pThr231/pSer235], das an Thr231 monophos-
phorylierte Tau-Peptid, tau226-240[pThr231], und das an Ser235 monophosphorylierte Tau-
Peptid, tau226-240[pSer235]. Diese Peptide sind in Tab. 4.1 (Kapitel 4.1.3) dargestellt. Alle
Peptide wurden N-terminal um einen Cysteinrest verlängert, um eine Kopplung an Maleimid-
beschichtete Mikropartikel zu ermöglichen.
Bei den Antikörpern handelt es sich um HPT-101, HPT-104 und HPT-110, deren Her-
stellung ebenfalls in Singer et al. [120] beschrieben ist. In ELISA und Western blot bindet
HPT-101 speziﬁsch an das biphosphorylierte Peptid, während HPT-104 die an Thr231 und
HPT-110 die an Ser235 monophosphorylierte Sequenz erkennen. HPT-104 und HPT-110 wech-
selwirken zudem mit gleicher Aﬃnität mit dem biphosphorylierten Peptid (vgl. Kapitel 4.1.1)
[120].
6.2 DNA zur Immobilisation zwischen Mikropartikeln
Zur Untersuchung des Einﬂusses der Proteine TmHU und PrP auf doppelsträngige DNA
wurde synthetische DNA mit Biotin- und Digoxigenin-Markierung an den Enden hergestellt.
Auf Grundlage der speziﬁschen Bindung zwischen Biotin und Streptavidin bzw. Digoxigenin
und einem anti-Digoxigenin-Antikörper (dieser wird im Folgenden als anti-Digoxigenin be-
zeichnet) lassen sich solche Moleküle zwischen Mikropartikeln mit den entsprechenden Bin-
dungspartnern auf der Oberﬂäche aufspannen. Für die in Kapitel 8.2 beschriebenen Expe-
rimente zur TmHU/DNA-Wechselwirkung kam hauptsächlich DNA der Länge von 4000 bp
mit jeweils einfacher Biotin- bzw. Digoxigenin-Markierung zum Einsatz, die von Dr. Mathias
Salomo (Fraunhofer-Institut für Zelltherapie und Immunologie, Leipzig) hergestellt wurde.
Zur Herstellung wird ein Fragment des Vektors pET28a(+) (Novagen, Madison, USA) durch
Polymerasekettenreaktion [208] ampliﬁziert. Dazu ist der Vorwärtsprimer am 5’-Ende mit
Digoxigenin modiﬁziert und der Rückwärtsprimer – ebenfalls am 5’-Ende – mit Biotin. Auf
diese Weise verfügt die hergestellte DNA am einen Ende über eine Biotin- und am anderen
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über eine Digoxigenin-Markierung (vgl. 6.1). Das Protokoll der Herstellung ﬁndet sich in der
Doktorarbeit von M. Salomo [208].
Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der DNA mit mehrfacher Digoxigenin-Markierung, die zwischen
Streptavidin- bzw. anti-Digoxigenin-beschichteten Mikropartikeln immobilisiert ist. (a) Die
DNA beinhaltet durch den Einsatz modiﬁzierter Oligonukleotide als Primer in der Poly-
merasekettenreaktion an den 5’-Enden jeweils ein Biotin- bzw. Digoxigeninmolekül. Diese
Modiﬁzierung ermöglicht eine Anbindung zwischen entsprechend beschichteten Mikropar-
tikeln. (b) Die DNA setzt sich aus zwei Fragmenten zusammen, von denen eines am Ende
eine Biotin-Modiﬁzierung enthält. Das andere Fragment ist durch den Einbau Digoxigenin-
modiﬁzierter Basen während der Polymerasekettenreaktion mehrfach mit Digoxigenin mar-
kiert. Beide Fragmente enthalten die HindIII Restriktionsschnittstelle, wodurch eine Liga-
tion ermöglicht wird.
Während es sich bei der Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin mit einer Le-
benszeit von 115 h [148] um eine sehr starke Bindung handelt, besteht eine Bindung zwischen
Digoxigenin und anti-Digoxigenin im unbelasteten Zustand nur für etwa 66 s [95]. Aus diesem
Grund ist ein Experiment durch die Dauer dieser Anbindung beschränkt, was bei langsamen
Reaktionen ein Problem darstellt.
Um dies zu verbessern, wurde zur Untersuchung des Einﬂusses von PrP DNA mit mehrfa-
cher Digoxigenin-Markierung verwendet. Diese wurde von Konstanze Kühne, M. Sc. Biochem.
(Arbeitsgruppe Molekulare Onkologie, Medizinische Fakultät, Leipzig) auf der Grundlage ei-
nes Protokolls von Brutzer et al. [6, 232] hergestellt. Die Synthese beruht dabei ebenfalls auf
Polymerasekettenreaktion, wobei zuerst zwei verschiedene Fragmente hergestellt werden, die
dann durch Ligation verbunden werden. Durch die Verwendung entsprechender Primer ist
eines dieser Fragmente mit einer Länge von 3423 bp (aus dem Vektor pET28a(+), Novagen,
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USA) an einem Ende biotinyliert, während es auf der anderen Seite mit einer HindIII12-
Restriktionsschnittstelle endet.
Das zweite Fragment der Länge von 1136 bp (aus dem Vektor Bluescript II SK, Stra-
tagene, La Jolla, USA) enthält einen Anteil digoxigenierter Nukleotide. Dies wird durch
zusätzliche Zugabe des Digoxigenin-modiﬁzierten Nukleotids Desoxyuridintriphosphat (Dig-
11-dUTP, Roche, Mannheim, Deutschland) zum Ansatz der Polymerasekettenreaktion er-
reicht. Die darin enthaltene Nukleobase Uracil geht analog zu Thymin eine Basenpaarung
mit Adenin ein (vgl. Kapitel 4.2.1). Dieses Fragment wurde so gewählt, dass sich die HindIII-
Restriktionsschnittstelle in der Mitte des Fragmentes beﬁndet, damit die resultierenden Teil-
fragmente (577 bp bzw. 559 bp) gleichermaßen weiterverarbeitet werden können. Das Protokoll
dieser Synthese ist im Anhang A.1 aufgeführt. Die resultierende DNA der Länge von etwa
4000 bp mit einfacher Biotin- und mehrfacher Digoxigenin-Modiﬁzierung ermöglicht eine lang-
lebige Immobilisierung zwischen Mikropartikeln (vgl. Abb. 4.8 (b)).
Zusätzlich kam in dieser Arbeit auch DNA mit mehrfacher Digoxigenin- und mehrfacher
Biotinmarkierung der Länge von etwa 5000 bp zum Einsatz, die freundlicherweise von Hergen
Brutzer, Dipl. Phys. (Arbeitsgruppe DNA Motoren, Biotechnologisches Zentrum, TU Dres-
den) zur Verfügung gestellt wurde.
6.3 Kolloidchemie
Für die Untersuchung biologischer Moleküle mit der optischen Pinzette ist deren Verankerung
auf der Oberﬂäche von sphärischen Mikropartikeln notwendig. Es kamen sowohl Mikroparti-
kel aus Polystyrol als auch aus Melaminharz zum Einsatz. Diese erfüllen beide die Voraus-
setzungen für ein stabiles Fangen mit der optischen Pinzette sowie für ein kontrastreiches
Beugungsbild (vgl. Kapitel 5.3), weisen aber unterschiedliche Wechselwirkungseigenschaften
auf. Da Kolloide aus Melaminharz nur minimale unspeziﬁsche Wechselwirkungen hervorru-
fen, wurden diese für die Untersuchung von Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen verwendet
(vgl. Kapitel 7.1.2). Die Art der Verankerung von Molekülen muss so gewählt werden, dass
die funktionelle Form und Zugänglichkeit des jeweiligen Moleküls erhalten bleiben. Zudem
ist eine langlebige Anbindung, die auch den während eines Experiments angelegten Kräften
widersteht, von fundamentaler Wichtigkeit. Dies kann durch eine kovalente Kopplung oder
eine speziﬁsche Bindung mit langer Lebenszeit erreicht werden.
6.3.1 Beschichtung von carboxylierten Mikropartikeln mit monoklonalen
Antikörpern, Protein G oder anti-Digoxigenin
Die Kopplung von Proteinen an carboxylierte Kolloide erfolgte durch Aktivierung mit EDC
(1-Ethyl-3-[3-dimethylamino-propyl]carbodiimid). Diese Methode ist vielseitig einsetzbar. Da
häuﬁg mehrere frei zugängliche Aminogruppen vorhanden sind, erfolgt die Anbindung der
Proteine ungerichtet. Bei EDC handelt es sich um eine wasserlösliche Carbodiimidverbin-
12Bei HindIII handelt es sich um ein Restriktionsenzym.
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Abbildung 6.2: Schematische Darstellung der Kopplung von Proteinen mit freien Aminogruppen an car-
boxylierte Mikropartikel durch EDC-Aktivierung. Durch die Reaktion der Carboxylgruppe
mit EDC entsteht eine aminreaktive Zwischenform. Diese reagiert mit einer Aminogruppe
des Proteins, wodurch eine Peptidbindung ausgebildet wird [208].
dung, die Carboxylgruppen durch die Bildung eines O-Acylisoharnstoﬃntermediats in einen
aktivierten Zustand überführt. Die aktivierte Carboxylgruppe reagiert dann unter Abspaltung
von Wasser mit freien Aminogruppen, wobei eine Peptidbindung ausgebildet wird (s. Abb.
6.2).
Dieses Kopplungsverfahren wurde zur Beschichtung carboxylierter Kolloide mit Protein G
aus Streptococcus sp. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), mit den monoklonalen Anti-
körpern HPT-101, HPT-104 bzw. HPT-110 sowie mit anti-Digoxigenin (Roche, Mannheim,
Deutschland) eingesetzt und erfolgt analog zu einem Protokoll von M. Salomo [208]. Für die
Beschichtung von 25μL (10% w/v) carboxylierter Melaminharz-Partikel (microparticles, Ber-
lin, Deutschland) mit einem Durchmesser von 2,3μm mit Protein G werden diese Kolloide je
zweimal mit 200μL Carbonatpuﬀer (100 mmol/L Na2CO3 / NaHCO3, pH 9,6) und dreimal
mit 200μL Phosphatpuﬀer (20 mmol/L Na2HPO4 / NaH2PO4, pH 4,5) gewaschen. Dafür
werden die gelösten Partikel jeweils für 2min bei 7000 x g zentrifugiert und der Überstand
verworfen. Nach dem letzten Waschschritt werden die Partikel in 50μL Phosphatpuﬀer re-
suspendiert, 50μL EDC-Lösung (2% w/v, AppliChem, Darmstadt, Deutschland) zugegeben
und für 4h unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgen drei weite-
re Waschschritte mit 200μL Phosphatpuﬀer und zwei mit 200μL Boratpuﬀer (100 mmol/L
Na2B4H7 x 10 H2O / H3BO3, pH 8,5), wonach die Partikel in 80μL Boratpuﬀer resuspendiert
werden. Nach der Zugabe von 7μL Protein G-Lösung (Konzentration: 1mg/mL) wird der An-
satz über Nacht unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Im letzten Schritt erfolgt zum
Absättigen noch freier reaktiver Carboxylgruppen das dreifache Waschen mit 200μL Glycin-
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Lösung (0,1mmol/L). Danach werden die Partikel in 50μL Glycinlösung aufgenommen und
bei 4 ◦C gelagert.
Die Kopplung der monoklonalen Antikörper erfolgt analog. Hierbei werden statt Protein G
3μL Antikörperlösung (Konzentration: 1mg/mL) zugegeben. Für die Beschichtung von Kol-
loiden mit anti-Digoxigenin dienen 50μL carboxylierte Polystyrol-Mikropartikel (5% w/v,
Kisker, Steinfurt, Deutschland) mit einem Durchmesser von 2 μm als Trägermaterial. Die Be-
schichtung erfolgt wie oben beschrieben, allerdings mit der Zugabe von 20μL anti-Digoxigenin
(Konzentration: 1mg/mL).
6.3.2 Beschichtung von Mikropartikeln mit Tau-Peptiden
Abbildung 6.3: Die Tau-Peptide werden über das N-terminale Cystein kovalent an die Maleimidgruppen
auf der Oberﬂäche der Mikropartikel gekoppelt.
Um die Tau-Peptide gerichtet auf der Oberﬂäche von Mikropartikeln zu immobilisieren,
wird die Reaktivität des N-terminalen Cysteins (vgl. Kapitel 6.1) mit Maleimid ausgenutzt
(s. Abb. 6.3). Dafür werden 25μL käuﬂich erworbener, Maleimid-funktionalisierter Mikro-
partikel (10% w/v, microparticles, Berlin, Deutschland) zweimal mit 200μL Phosphatpuﬀer
(10 mmol/L Na2HPO4 / NaH2PO4 + 20 mmol/L NaCl, pH 7) gewaschen. Zwischendurch
erfolgt die Sedimentation der Kolloide durch Zentrifugation mit 7000 x g für 2min, wonach
der Überstand verworfen wird. Nach dem Waschen wird das Pellet in 50μL resuspendiert und
für 1h mit 2μL des jeweiligen Tau-Peptids (Konzentration: 1,3mg/mL) unter Schütteln bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Vermeidung von Dimerisierungen durch die Ausbildung von
Disulﬁdbrücken werden die Tau-Peptide im Voraus durch Zugabe einer äquivalenten Menge
TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine, Thermoﬁsher, Bonn, Deutschland) reduziert. Die mit
Tau-Peptiden beschichteten Mikropartikel werden anschließend noch zweimal mit 200μL ei-
ner Blockierlösung bestehend aus Phosphatpuﬀer (10 mmol/L Na2HPO4 / NaH2PO4 + 20
mmol/L NaCl, pH 7) zuzüglich 10 mmol/L Cystein gewaschen, um freie Maleimidgruppen zu
belegen. Zuletzt erfolgt das Resuspendieren der Kolloide in 50μL der Blockierlösung, wonach
eine Aufbewahrung bei 4 ◦C für etwa zwei Wochen möglich ist.
6.3.3 Beschichtung von Protein G-modiﬁzierten Partikeln mit monoklonalen
Antikörpern
Im Gegensatz zu der Kopplung mit EDC-Aktivierung ermöglicht die Immobilisierung der mo-
noklonalen Antikörper HPT-101, HPT-104 bzw. HPT-110 auf Protein G-modiﬁzierten Par-
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Abbildung 6.4: (a) Reaktionsschema der Vernetzung zweier Proteine mit DMP. Das bifunktionale DMP
reagiert mit freien Aminogruppen der Proteine. Auf diese Weise können zwei Proteine kova-
lent verbunden werden. (b) Kovalente Immobilisierung eines monoklonalen Antikörpers auf
einem Protein G-modiﬁzierten Mikropartikel. Die speziﬁsche Bindung zwischen den beiden
Proteinen wird mithilfe von DMP kovalent vernetzt.
tikeln eine gerichtete Anbindung. Daraus resultieren verbesserte Bindungseigenschaften. Bei
diesem Verfahren wird die speziﬁsche Bindung von Protein G an den FC -Teil der Antikörper
genutzt (vgl. Kapitel 4.1.2) [96]. Auf diese Weise sind die für die Antigenerkennung relevan-
ten Fab-Fragmente vom Kolloid weg orientiert (s. Abb. 6.4 (b)). Der Proteinkomplex zwischen
Protein G und dem Antikörper wird mithilfe von DMP (Dimethylpimelimidat) durch kovalen-
tes Quervernetzen stabilisiert. Bei DMP handelt es sich um eine wasserlösliche bifunktionale
Verbindung, deren funktionelle Imidatgruppen mit freien Aminogruppen reagieren (s. Abb.
6.4 (a)).
Die Beschichtung erfolgt in Anlehnung an ein Protokoll von D. Singer [233]. Für diese Be-
schichtung werden 25μL nach dem Protokoll in 6.3.1 hergestellte, mit Protein G beschichtete
Mikropartikel (5% w/v) zweimal mit 100μL Kopplungspuﬀer (22 mmol/L Zitronensäure, 25
mmol/L Na2HPO4, pH 5) gewaschen. Dabei erfolgt die Separation der Kolloide durch Zen-
trifugation mit 7000 x g für 1min, wonach der Überstand verworfen wird. Danach werden die
Mikropartikel in 20μL Kopplungspuﬀer resuspendiert und für 45min mit 5μL des jeweiligen
Antikörpers (Konzentration: 1mg/mL) unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert (bei
HPT-101: Zugabe von 2,5μL). Ungebundener Antikörper wird dann durch erneutes zweifa-
ches Waschen mit 100μL Kopplungspuﬀer entfernt. Zur kovalenten Vernetzung der Antikörper
mit Protein G werden die Mikropartikel nach zweifachem Waschen mit 100μL Vernetzungs-
puﬀer (200 mmol/L Triethanolamin, pH 8,2) in 100μL einer Lösung aus 20 mmol/L DMP
(Thermoﬁsher, Bonn, Deutschland) in Vernetzungspuﬀer aufgenommen. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 30min unter Schütteln bei Raumtemperatur wird die Reaktion abgebrochen,
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indem die Lösung entfernt und die Kolloide für 15min in 100μL Tris13-HCL (50mmol/L, pH
7,5) inkubiert werden. Zuletzt erfolgt ein dreimaliges Waschen der beschichteten Mikropar-
tikel mit 100μL PBS-Puﬀer (15,6mmol/L Na2HPO4 / 17,6mmol/L KH2PO4 + 136mmol/L
NaCl + 2,7mmol/L KCl, pH 7,4), der mit 0,1% Tween R© (CarlRoth, Karlsruhe, Deutschland)
versetzt wurde, wonach die Partikel in diesem Puﬀer bei 4 ◦C für etwa eine Woche aufbewahrt
werden können.
6.3.4 Beschichtung von Streptavidin-modiﬁzierten Mikropartikeln mit DNA
Die Verankerung von biotinylierter DNA auf der Oberﬂäche von käuﬂich erworbenen, Strept-
avidin-modiﬁzierten Mikropartikeln aus Polystyrol (Kisker, Steinfurt, Deutschland) basiert
auf der starken speziﬁschen Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin. Wie in Ka-
pitel 6.2 erläutert, kamen in der vorliegenden Arbeit drei verschiedene DNA-Fragmente zum
Einsatz: DNA mit einfacher Biotin- und Digoxigeninmodiﬁzierung (Fragment 1), DNA mit ein-
facher Biotin- und mehrfacher Digoxigeninmodiﬁzierung (Fragment 2) sowie DNA mit mehr-
facher Biotin- und Digoxigeninmodiﬁzierung (Fragment 3). Die Beschichtung erfolgte für alle
drei Fragmente nach folgendem Protokoll von M. Salomo [208]. Zuerst werden 15μL der Kol-
loide mit einem Durchmesser von 2μm (0,5% w/v) durch Zugabe von 100μL PBS-Puﬀer
(pH 7,4, s. Kapitel 6.3.3) gewaschen. Danach werden die Mikropartikel durch zweiminütige
Zentrifugation mit 7000 x g sedimentiert und der Überstand verworfen. Dann werden die Par-
tikel in 10μL PBS-Puﬀer aufgenommen. Nach Zugabe von 2μL Fragment 1 (Konzentration:
5,3 ng/μL), 1,5μL Fragment 2 (Konzentration: 2,5 ng/μL) oder 3,5μL Fragment 3 (Konzen-
tration: 3 ng/μL) wird der Ansatz für 30min inkubiert. Die Menge zugegebener DNA wurde
dabei experimentell so bestimmt, dass beim Aufspannen zwischen zwei Kolloiden mit großer
Wahrscheinlichkeit eine Anbindung von nur einem DNA-Strang erreicht wird.
13Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
84
Teil IV
Ergebnisse und Diskussion
85
7 Untersuchung der Wechselwirkung von
phosphorylierungsspeziﬁschen
anti-Tau-Antikörpern und Tau-Peptiden
7.1 Experimentelles
7.1.1 Experimentelle Konﬁguration
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Abbildung 7.1: (a) Experimentelle Konﬁguration. Der mit den jeweiligen Tau-Peptiden beschichtete Mikro-
partikel ist an der Spitze der Mikropipette ﬁxiert, während der Partikel mit den Antikörpern
auf der Oberﬂäche in der optischen Pinzette gehalten wird. (b) Verlauf einer typischen Ab-
risskurve. Die Kolloide werden angenähert (1), bis eine Kraft von (5±2) pN wirkt. (2) Nach
einer Wartezeit von 1 s werden die Kolloide wieder voneinander entfernt. Hat eine Bindung
zwischen einem Tau-Peptid und einem monoklonalen Antikörper stattgefunden, wird der Mi-
kropartikel im harmonischen Potential der optischen Falle ausgelenkt (3), bis die Bindung
bei der Abrisskraft Fabriss dissoziiert (4). Der Ablauf ist beendet, wenn die Mikropipette
wieder am Ausgangspunkt angekommen ist (5).
Die Durchführung aller Messungen zur Untersuchung der speziﬁschen Wechselwirkung zwi-
schen monoklonalen Antikörpern und Tau-Peptiden erfolgte in PBS-Puﬀer (s. Kapitel 6.3.3).
Wie in Abb. 7.1 (a) dargestellt, wird ein mit Tau-Peptiden beschichteter Melaminharz-Mikro-
partikel mit einem Durchmesser von 2,3μm an der Spitze der Mikropipette ﬁxiert. Dazu
wird dieser mit der optischen Pinzette gefangen und mit der Pipettenspitze in Kontakt ge-
bracht, woran er aufgrund von Kapillarkräften und künstlich erzeugtem Unterdruck (s. Kapitel
5.2) haften bleibt. Nach dem Austausch des Mediums unter Zugabe Antikörper-beschichteter
Melaminharz-Mikropartikel identischen Durchmessers, wird ein solcher mithilfe der optischen
Falle in x-Richtung neben dem Kolloid an der Mikropipette positioniert. Dabei ist darauf zu
achten, dass sich beide Kolloide auf derselben Höhe beﬁnden.
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Danach erfolgt der automatisierte Messablauf. Dabei werden die Kolloide in x-Richtung
angenähert, bis eine Kraft von (5± 2) pN wirkt. Nach einer Wartezeit von 1 s werden die Mi-
kropartikel wieder voneinander entfernt. Diese Bewegungen erfolgen mithilfe des Piezotisches
mit konstanter, vordeﬁnierter Geschwindigkeit. Hat eine Bindung zwischen einem Tau-Peptid
und einem monoklonalen Antikörper stattgefunden, wird der Mikropartikel im harmonischen
Potential der optischen Falle ausgelenkt, bis die Bindung bei der Abrisskraft Fabriss reißt
(s. Abb. 7.1 (b)). Dieser Ablauf wird wiederholt ausgeführt, wobei die Positionen der Mikro-
partikel detektiert und aufgezeichnet werden. Wie in Kapitel 5.5.1 beschrieben, kommt dabei
die automatische Positions- und Höhenregulierung zum Einsatz, die beispielsweise die Drift
der Mikropipette ausgleicht.
Durch Verändern der Geschwindigkeit des Piezotisches (100 nm/s – 1500 nm/s) lässt sich die
Belastungsrate (loading rate) variieren. Diese wird neben der Abrisskraft bei der Auswertung
der Abrisskurven mithilfe der in Kapitel 5.5.3 beschriebenen Routine über den Anstieg der
Kraft vor dem Abriss bestimmt.
7.1.2 Kontrollexperimente
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Abbildung 7.2: Die Abbildung zeigt den Hintergrund, also die relativen Bindungshäuﬁgkeiten hB von unbe-
schichteten Kolloiden. hB wurde für Kolloide aus Polystyrol (PS, 1) und aus Melaminharz
(MF, 2) ermittelt. Zusätzlich ist in (3) der Hintergrund von Melaminharzpartikeln, von
denen einer mit Protein G beschichtet ist, dargestellt. Die Bindungshäuﬁgkeit entspricht
dem Median aus 3 verschiedenen Kolloidpaaren, wobei jeweils 50 Abrisskurven untersucht
wurden. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Medians dar (vgl. Kapitel 7.2.1).
Vor der Durchführung der Messungen muss durch Kontrollexperimente sichergestellt wer-
den, dass beobachtete Bindungsereignisse auf die Wechselwirkung zwischen Tau-Peptid und
Antikörper zurückzuführen sind und es sich dabei um Einzelbindungen handelt. Um Ersteres
zu überprüfen, werden die Kolloide nach dem Protokoll aus Kapitel 6 präpariert, allerdings
ohne Zugabe des jeweiligen Tau-Peptids bzw. Antikörpers. Die in Abb. 7.2 dargestellte Bin-
dungshäuﬁgkeit entspricht jeweils dem Median aus drei verschiedenen Kolloidpaaren, wobei
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jeweils 50 Abrisskurven untersucht wurden. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Medians dar (vgl. Kapitel 7.2.1). Diese Wechselwirkungen, die in den physikalischen Eigen-
schaften der Kolloide begründet sind, sollen im Folgenden als Hintergrund bezeichnet wer-
den. Dabei wurde für Polystyrol-Partikel eine große Anzahl an Bindungsereignissen (23%)
beobachtet. Dieser Hintergrund resultiert vermutlich aus der starken elektrostatischen Ab-
schirmung der Kolloide, die bei höherer Salzkonzentration, wie der hier verwendeten von etwa
150mmol/L, auftritt. Im Experiment würde eine Überlagerung mit den speziﬁschen Wech-
selwirkungen zwischen Rezeptor und Ligand stattﬁnden, da eine Unterscheidung anhand des
Verlaufs einzelner Abrisskurven nicht möglich ist. Aus diesem Grund ist eine Minimierung
des Hintergrunds nötig, so dass dessen Einﬂuss vernachlässigt werden kann. Unbeschichtete
Melaminharz-Partikel weisen mit 2% einen deutlich geringeren Hintergrund auf (vgl. Abb.
7.2), weshalb diese für die Messungen zur Untersuchung speziﬁscher Bindungen ausgewählt
wurden. Die Beschichtung eines Kolloids mit Protein G zur Ausrichtung des Antikörpers (s.
Kapitel 7.1.3) hat eine zusätzliche Verringerung des Hintergrunds auf im Mittel 1% zur Folge.
Für jedes Rezeptor/Ligand-Paar wurden des Weiteren die Wechselwirkungen zwischen jeweils
einem mit Tau-Peptiden bzw. Antikörpern beschichteten Kolloid mit einem unbeschichteten
Partikel untersucht. Dieser Hintergrund beträgt in allen Fällen weniger als 2%.
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Abbildung 7.3: Einstellen der Beladungsdichte am Beispiel des Antikörpers HPT-110 in Wechselwirkung
mit dem an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid. Die Abbildung zeigt den Median der
relativen Bindungshäuﬁgkeit hB sowie der Abrisskraft F . Dafür wurden jeweils mindestens 4
verschiedene Kolloidpaare untersucht, wobei je 50 Abrisskurven aufgenommen wurden. Die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Medians dar (vgl. Kapitel 7.2.1). Die Angabe
der Volumina bezieht sich auf die zugegebene Menge an Antikörper bzw. Tau-Peptid wäh-
rend der Präparationen und stellt damit ein Maß für die Beladungsdichte der Kolloide dar.
Für 5μL Antikörper wurde die Menge an zugegebenem Peptid zwischen 0,1μL und 2μL
variiert (grün). Während sich die Bindungshäuﬁgkeit mit abnehmender Beladungsdichte re-
duziert, bleibt der Median der Abrisskraft unverändert in dem orange schraﬃerten Streifen.
Zusätzlich wurde für 2μL Tau-Peptid auch der Einﬂuss einer verringerten Beladungsdichte
des Antikörper-beschichteten Partikels untersucht (Zugabe von 3μL Antikörper, schwarz).
Auch in diesem Fall ist die Reduktion von hB zu beobachten, während die Abrisskraft kaum
beeinﬂusst wird.
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Die Beladungsdichte der Mikropartikel wurde für jede untersuchte Rezeptor/Ligand-Wechsel-
wirkung so eingestellt, dass hauptsächlich einzelne Bindungen zwischen einem Tau-Peptid und
einem monoklonalen Antikörper auftreten. Dies ist gegeben, wenn eine weitere Reduktion der
Beladungsdichte nur in einer Abnahme der Anzahl an Bindungsereignissen resultiert, aber kei-
ne systematische Veränderung der beobachteten Abrisskräfte zur Folge hat. Ist die Beladungs-
dichte zu hoch, treten neben deutlich erhöhten Abrisskräften auch sichtbare Mehrfachabrisse
(vgl. Abb. 5.14 (b)) gehäuft auf.
Abb. 7.3 zeigt den Median der relativen Bindungshäuﬁgkeit hB sowie der Abrisskraft
(F = |Fabriss|) bei verschiedenen Beladungsdichten für die Wechselwirkung zwischen HPT-
110 und dem an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid. Die Angabe der Volumina bezieht
sich dabei auf die zugegebene Menge an Antikörper bzw. Tau-Peptid während der Präpa-
ration (s. Kapitel 6.3.3 und 6.3.2) und stellt somit ein Maß für die Beladungsdichte der
Kolloide dar. Es wurden jeweils mindestens 4 verschiedene Kolloidpaare untersucht, wobei
50 Abrisskurven pro Kolloidpaar aufgenommen wurden. Bei konstanter Beladungsdichte der
Antikörper-beschichteten Kolloide (=̂ 5μL) wurde die Menge an zugegebenem Peptid schritt-
weise von 2μL auf 0,1μL reduziert. Wie in Abb. 7.3 dargestellt, hat dies eine Abnahme
der Bindungshäuﬁgkeit zur Folge, während F keine systematische Änderung erfährt. Auch
die Reduktion der Beladungsdichte des Antikörper-beschichteten Kolloids durch die Verrin-
gerung der zugegebenen Menge von 5μL auf 3μL beeinﬂusst nur hB, nicht aber den Median
der Abrisskraft. Daraus folgt, dass die verwendeten Beladungsdichten, die der Zugabe von
5μL des Antikörpers und 2μL des Tau-Peptids entsprechen, für die Untersuchung einzelner
speziﬁscher Bindungsereignisse geeignet sind.
7.1.3 Ausrichtung der Antikörper mittels Protein G
Zur Immobilisation der monoklonalen Antikörper auf der Oberﬂäche von Mikropartikeln ka-
men zwei verschiedene Methoden zum Einsatz. Die Anbindung an Carboxylgruppen erfolgt
mit zufälliger Ausrichtung der Antikörper (vgl. Kapitel 6.3.1). Die Immobilisation auf Pro-
tein G-modiﬁzierten Partikeln ermöglicht hingegen eine gerichtete Anbindung (vgl. Kapitel
6.3.3), so dass die für die Antigenerkennung relevanten Fab-Fragmente vom Kolloid weg ori-
entiert sind. Beide Verfahren ermöglichen die Untersuchung der Wechselwirkung mit Tau-
Peptiden auf der Ebene einzelner Bindungen. Allerdings reduziert der Einsatz von Protein G
die Hintergrundwechselwirkungen (vgl. Kapitel 7.1.2) und erhöht die Anzahl speziﬁscher Bin-
dungsereignisse [234], weshalb diese Immobilisationsmethode bevorzugt wird. Zuerst soll je-
doch überprüft werden, ob die Messergebnisse vom Verfahren zur Verankerung der Antikörper
beeinﬂusst werden.
Abb. 7.4 (a) zeigt Abrisskraftverteilungen der Wechselwirkung zwischen HPT-110 und dem
biphosphorylierten Tau-Peptid bei einer Belastungsrate von ∼ 35 pN/s. Die Verteilung bei
zufälliger Ausrichtung des Antikörpers mit einem Stichprobenumfang von n1 = 151 ist durch
den Mittelwert 〈F1〉 = 21, 11 pN und die Standardabweichung σ1 = 12, 37 pN charakterisiert.
Mit Ausrichtung mit Protein G sind die Parameter n2 = 225, 〈F2〉 = 23, 34 pN und σ2 =
12, 94 pN.
89
7 Untersuchung der Wechselwirkung von Antikörpern und Tau-Peptiden
(a)
0 20 40 60
0,0
0,1
0,2
 
h
F / pN
0,0
0,1
0,2
 
(b)
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
 Ausrichtung 
mit Protein G
 
 
k R
L 
/ p
N
/n
m
zufllige 
Ausrichtung
Abbildung 7.4: Wechselwirkung zwischen HPT-110 und dem biphosphorylierten Tau-Peptid bei einer Be-
lastungsrate von ∼ 35 pN/s. (a) Relative Häuﬁgkeit h der Abrisskräfte. Oben: Der Anti-
körper wurde mit zufälliger Ausrichtung auf der Oberﬂäche des Mikropartikels immobili-
siert. Die Verteilung mit einem Stichprobenumfang von n1 = 151 ist durch den Mittelwert
〈F1〉 = 21, 11 pN und die Standardabweichung σ1 = 12, 37 pN charakterisiert. Unten: Der
Antikörper wurde auf Protein G-modiﬁzierten Partikeln immobilisiert, wodurch eine gerich-
tete Anbindung möglich ist. Die Verteilung weist bei einem Stichprobenumfang von n2 = 225
einen Mittelwert von 〈F2〉 = 21, 11 pN und eine Standardabweichung σ2 von 12,94 pN auf.
(b) Betrag der Federkonstante des Rezeptor/Ligand-Komplexes kRL bei zufälliger sowie
durch Protein G vorgegebener Ausrichtung des Antikörpers.
Wenn das Ergebnis unabhängig vom Immobilisationsverfahren ist, sollten beide Stich-
proben von derselben Grundgesamtheit stammen, d.h. es sollte keine signiﬁkanten Unter-
schiede geben. Dies soll im Folgenden mithilfe statistischer Testverfahren bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit α = 0, 05 überprüft werden. Voraussetzung dafür ist die Kenntnis, ob
die Stichprobe annähernd durch eine Normalverteilung beschrieben werden kann [235]. Aus
diesem Grund kam zuerst der Kolmogoroﬀ-Smirnoﬀ-Test zum Einsatz. Dieser ermöglicht
das Überprüfen der Nullhypothese, nach der die Stichprobe normalverteilt ist, mit einem
vorgegebenen Signiﬁkanzniveau. Die empirische Verteilungsfunktion der Stichprobe S(Fi)
(i=1,2,...,n) mit dem Stichprobenumfang n ist dabei durch die Summe der relativen Häu-
ﬁgkeiten der Stichprobenwerte, die kleiner bzw. gleich Fi sind, gegeben. Mit der Normal-
verteilungsfunktion N0(Fi) = 1/(σ
√
2π)
∫ Fi
−∞
[
exp
(
−1/2 ((f − 〈F 〉)/σ)2
)
df
]
kann dann die
Teststatistik d = max |S(F )−N0(F )| + min |S(F )−N0(F )| berechnet werden, wobei die
maximale und die minimale Diﬀerenz der beiden Funktionen addiert werden [235]. Diese
Prüfgröße wird mit einem kritischen Wert verglichen, der sich für ein Signiﬁkanzniveau von
0,05 nach d0,05, n = 1, 450/
√
n berechnen lässt. Gilt d < d0,05, n, so wird die Nullhypothe-
se angenommen [235]. Das Ergebnis für die Abrisskraftverteilung bei zufälliger Ausrichtung
des Antikörpers lautet d ∼= 0, 073 < 0, 118 ∼= d0,05, 151 und erlaubt insofern eine annähernde
Beschreibung durch eine Normalverteilung. Auch im Fall des mit Protein G ausgerichteten
Antikörpers ergibt der Test mit d ∼= 0, 076 < 0, 097 ∼= d0,05, 225 eine Bestätigung der Nullhy-
pothese.
Damit ist die Voraussetzung gegeben, um mithilfe des sogenannten F-Tests [235] die Gleich-
heit der Varianzen zu überprüfen, bevor der t-Test [235] zum Einsatz kommt, der eine Aussage
über die Signiﬁkanz von Unterschieden zwischen den Mittelwerten ermöglicht. Die Prüfgröße
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des F-Tests, die hier mit Q bezeichnet sei, berechnet sich aus dem Quotient der Varianzen,
wobei die größere im Zähler steht: Q = σ22/σ21 = 167, 35/152, 93 ∼= 1, 09. Die Entscheidung, ob
die Varianzen mit einem Signiﬁkanzniveau von 0,05 gleich sind, erfolgt durch den Vergleich
mit dem tabellierten Wert aus der F-Verteilung, Qtab, 0,05, der für den gegebenen Stichproben-
umfang Qtab, 0,05 ≈ 1, 30 ist [236]. Da Q < Qtab, 0,05 gilt, wird die Hypothese gleicher Varianzen
angenommen.
Im letzten Schritt bleibt nun zu prüfen, ob ein signiﬁkanter Unterschied zwischen den Mit-
telwerten der Verteilungen besteht. Dafür wird im Rahmen des t-Tests die Prüfgröße
t =
|〈F1〉 − 〈F2〉|√
ΣFF1+ΣFF2
n1+n2−2
√
n1n2
n1 + n2
∼= 1, 67
berechnet, wobei gilt, dass ΣFF =
∑
F 2 − (∑F )2 /n. Die Beurteilung erfolgt anhand eines
kritischen Wertes aus der Student-Verteilung (ttab), wobei die Nullhypothese gleicher Mit-
telwerte angenommen wird, wenn gilt, dass t < ttab. Für ein Signiﬁkanzniveau von 0,05 gilt
ttab, 0,05 ∼= 1, 97 > 1, 67 ∼= t [237].
Diese Tests belegen, dass die beiden Stichproben mit einem Signiﬁkanzniveau von 5% der-
selben Grundgesamtheit entstammen. Insofern ist die Abrisskraft unabhängig von der Wahl
des Beschichtungsverfahrens.
Durch den Einsatz von Protein G ist der Antikörper an einem Biomolekül mit unbekannter
Elastizität verankert, wodurch der Betrag der beobachteten Federkonstante des Rezeptor/Li-
gand-Komplexes, kRL, beeinﬂusst werden könnte. Dieser wird durch das Auswerteprogramm,
wie in Kapitel 5.5.3 beschrieben, bestimmt. Abb. 7.4 (b) stellt den jeweiligen Median für
die Beschichtung ohne, kRL1 = (0, 53 ± 0, 04) pN/nm, sowie mit Protein G, kRL2 = (0, 57 ±
0, 03) pN/nm, dar. Die jeweiligen Stichproben können nach dem Kolmogoroﬀ-Smirnoﬀ-Test
mit dem Ergebnis für die zufällige Ausrichtung von d ∼= 0, 124 > 0, 118 ∼= d0,05, 151 sowie für
die Beschichtung mit Protein G von d ∼= 0, 099 > 0, 097 ∼= d0,05, 225 nicht durch Normalvertei-
lungen beschrieben werden. Deshalb kam zur Untersuchung, ob ein signiﬁkanter Unterschied
besteht, der sogenannte Median-Test [235] zum Einsatz. Dafür wird zuerst der Gesamt-Median
beider Stichproben mit n = n1 +n2 gebildet. Danach wird für jede Verteilung die Anzahl der
Werte bestimmt, die kleiner (a für Stichprobe ohne Protein G und c für Stichprobe mit Pro-
tein G) bzw. größer (b für Stichprobe ohne Protein G und d für Stichprobe mit Protein G)
als dieser Gesamt-Median sind. Die Ermittelung der Prüfgröße erfolgt dann nach
χ2 =
(n− 1)(ad− bc)2
(a+ b)(c+ d)(a+ c)(b+ d)
∼= 0, 23. (7.1)
Ein signiﬁkanter Unterschied besteht, wenn dieser Wert den tabellierten kritischen Wert aus
der χ2-Verteilung, χ2tab, erreicht oder überschreitet [235]. Der Vergleich ergibt χ
2
tab, 0,05
∼=
3, 84 >> 0, 23 ∼= χ2. Daraus folgt, dass kein signiﬁkanter Unterschied zwischen den Stichpro-
ben besteht, die Federkonstante des Komplexes also nicht vom Einsatz von Protein G abhängt.
Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass die Messergebnisse nicht vom Verfahren zur
Immobilisation der Antikörper beeinﬂusst werden.
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7.2 Wechselwirkung der Antikörper HPT-104 und HPT-110
mit Tau-Peptiden
7.2.1 Bindungshäuﬁgkeiten
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Abbildung 7.5: Median der relativen Bindungshäuﬁgkeit hB für die monoklonalen Antikörper HPT-104 und
HPT-110 jeweils mit dem biphosphorylierten, dem nur an Thr231 sowie dem nur an Ser235
monophosphorylieren Tau-Peptid. Die Fehlerbalken sind durch den Standardfehler des Me-
dians gegeben. Für jede Wechselwirkung wurden mindestens 5 verschiedene Kolloidpaare in
Bezug auf die Anzahl an Bindungsereignissen in jeweils 30–100 Kraft-Abstandskurven un-
tersucht. Der letzte Balken stellt den Hintergrund dar, der aus Wechselwirkungen besteht,
die nicht von Bindungen zwischen Rezeptor und Ligand hervorgerufen werden. Mit einer
Häuﬁgkeit von weniger als 2% ist dessen Einﬂuss vernachlässigbar.
Um die relativen Bindungshäuﬁgkeiten hB der monoklonalen Antikörper HPT-104 und
HPT-110 bezüglich der drei phosphorylierten Tau-Peptide (die jeweils an Thr231, Ser235
oder an beiden Stellen phosphoryliert sind) zu ermitteln, wurden für jede Wechselwirkung
mindestens 5 verschiedene Kolloidpaare untersucht. Die Bestimmung von hB erfolgte anhand
der Anzahl an Bindungsereignissen in jeweils 30–100 Kraft-Abstandskurven. Abb. 7.5 gibt
jeweils den Median der Häuﬁgkeit wieder. Die Fehlerbalken entsprechen dabei dem Standard-
fehler des Medians, der sich für eine Zufallsvariable x nach sx = (xi1−xi2)/3, 4641 berechnet.
Dabei stellen xi1 und xi2 die Werte an den Positionen i1 und i2 in der größenmäßig geordneten
Reihe dar. Bei einem Stichprobenumfang n sind diese durch i1/2 = n/2±
√
3n/2 gegeben. Der
letzte Balken in Abb. 7.5 veranschaulicht die Häuﬁgkeit der Wechselwirkungen, die nicht von
Bindungen zwischen Rezeptor und Ligand hervorgerufen werden. Dieser Hintergrund wurde
über die Anzahl der Bindungsereignisse zwischen unbeschichteten Mikropartikeln und solchen
mit Antikörpern auf der Oberﬂäche sowie zwischen mit Tau-Protein und nur mit Protein G
beschichteten Kolloiden ermittelt. Mit einer Häuﬁgkeit von weniger als 2% ist dessen Einﬂuss
vernachlässigbar (vgl. Kapitel 7.1.2).
Es zeigt sich, dass sowohl HPT-104 als auch HPT-110 mit einer relativen Häuﬁgkeit von
hB ∼ 0, 6 an das biphosphorylierte Peptid binden. Während hB von HPT-104 in Bezug auf
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das nur an Thr231 phosphorylierte Peptid denselben Wert annimmt, ist dieser für die Wech-
selwirkung mit dem nur an Ser235 phosphorylierten Peptid mit ∼ 0, 16 deutlich geringer.
Das Ergebnis für HPT-110 ist umgekehrt: Dessen Bindungshäuﬁgkeit in Bezug auf das an
Ser235 phosphorylierte Peptid ist höher im Vergleich zu dem nur an Thr231 phosphorylierten
Tau-Peptid (s. Abb. 7.5).
Unter Annahme einer identischen Beladungsdichte der Kolloide ermöglichen die Bindungs-
häuﬁgkeiten einen Vergleich der Assoziationsraten kon der untersuchten Wechselwirkungen,
was folgendermaßen begründet werden kann: Gl. 3.3 (s. Kapitel 3.1) zeigt, dass die Geschwin-
digkeit der Komplexbildung durch das Produkt aus kon und den jeweiligen Konzentrationen
von Rezeptor und Ligand gegeben ist. Betrachtet man nur die Bindung unter Vernachlässigung
der Dissoziation, gilt
d [RL]
dt
= kon [R] [L] . (7.2)
Die Konzentrationen [R] und [L] sind bei identischer Beladungsdichte der Kolloide als konstant
anzunehmen. Daraus folgt, dass die Assoziationsrate proportional zur Anzahl der in einer be-
stimmten Zeit gebildeten Komplexe ist (Δ [RL] /Δt ∝ kon). Diese Anzahl kann mit der hier
ermittelten Bindungshäuﬁgkeit hB beschrieben werden, wobei Δt durch die Andrückzeit von
1 s vorgegeben, also konstant, ist. Aus diesem Grund besteht eine direkte Proportionalität
zwischen hB und kon. Allerdings soll noch einmal angemerkt werden, dass ein Vergleich von
hB für verschiedene Kolloidpaare nur möglich ist, wenn ähnliche Beladungsdichten mit den
jeweiligen Molekülen sichergestellt werden können. Jedoch können diese Werte auch bei iden-
tischen präparativen Abläufe bei einzelnen Partikeln variieren. Dies ist an den Fehlerbalken in
Abb. 7.5 zu erkennen, die aus den jeweiligen Abweichungen zwischen verschiedenen Kolloid-
paaren resultieren. Zudem muss beachtet werden, dass die interagierenden Moleküle durch
Annähern der Kolloide in Kontakt gebracht werden (vgl. Kapitel 3.5). Deshalb sind große
Abweichungen im Vergleich mit Assoziationsraten freier Moleküle in Lösung möglich.
Die ermittelten Bindungshäuﬁgkeiten nehmen für die speziﬁschen Wechselwirkungen, die
auch im ELISA detektiert werden, deutlich größere Werte an. Dabei handelt es sich um die
Bindungen zwischen HPT-104 und dem an Thr231 mono- sowie dem biphosphorylierten Pep-
tid und zwischen HPT-110 und dem an Ser235 mono- sowie dem biphosphorylierten Peptid
(vgl. Kapitel 4.1.3). Insofern zeigt sich hier eine qualitative Übereinstimmung zwischen der
Einzelmolekültechnik und dem immunochemischen Ansatz. Allerdings liegen die Bindungs-
häuﬁgkeiten zwischen HPT-104 und dem an Ser235 phosphorylierten Tau-Peptid und zwischen
HPT-110 und dem an Thr231 phosphorylierten Peptid deutlich höher als der Hintergrund.
In Abgrenzung zu letzterem werden diese Bindungen, die im ELISA nicht detektiert wurden,
hier als unspeziﬁsche Wechselwirkungen bezeichnet. Deren Ursache könnte eine Bindung an
den noch vorhandenen Rest des Epitops sein. Es ist aber auch möglich, dass die monoklonalen
Antikörper mit den Tau-Peptiden an hydrophoben oder geladenen Stellen auf der Oberﬂä-
che der Moleküle außerhalb von speziﬁscher Bindungsstelle und Epitop interagieren. Diese
Ergebnisse wurden in Wagner et al. [238] veröﬀentlicht.
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7.2.2 Untersuchung der speziﬁschen Wechselwirkungen mit dynamischer
Kraftspektroskopie
Die speziﬁschen Bindungen zwischen HPT-110 und dem biphosphorylierten bzw. dem an
Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid sowie zwischen HPT-104 und dem biphosphorylier-
ten bzw. dem an Thr231 monophosphorylierten Tau-Peptid wurden mit dynamischer Kraft-
spektroskopie untersucht, um deren Energielandschaften zu charakterisieren. Die Auswertung
erfolgt nach dem DHS-Modell (vgl. Kapitel 3.4). Abb. 7.6 zeigt das Ergebnis für die Wechsel-
wirkung zwischen HPT-110 und dem biphosphorylierten Peptid. Die Abrisskrafthistogramme
wurden für 6 verschiedene Belastungsraten ermittelt, wobei jeder Verteilung ein Stichpro-
benumfang von mindestens 150 Abrissereignissen zugrunde liegt. Die Wahl der jeweiligen
Klassenbreite b erfolgte entsprechend der Regel nach Scott [239]: b = 3, 5σ/ 3
√
n, wobei n
dem Stichprobenumfang und σ der Standardabweichung entsprechen. Abb. 7.6 (a) stellt das
exemplarische Histogramm bei einer Belastungsrate von (77± 6) pN/s dar.
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Abbildung 7.6: (a) Häuﬁgkeit h der Abrisskräfte für die Wechselwirkung zwischen HPT-110 und dem bi-
phosphorylierten Tau-Peptid bei einer Belastungsrate von 77 ± 6 pN/s. Die Linie gibt die
theoretische Verteilung der Abrisskräfte (Gl. 3.19) an, die durch Einsetzen der aus der
Anpassung von τDHS(F ) ermittelten Parameter berechnet wurde. (b) Kraftabhängige Le-
benszeit τ(F ) derselben Wechselwirkung für 6 verschiedene Belastungsraten. Die diskreten
Funktionen kollabieren für alle Belastungsraten. An die Daten wird τDHS(F ) (Gl. 3.18)
für ν = 0,5, ν = 2/3 und ν = 1 angepasst, um die Bindungsparameter τ0, xts und ΔG zu
bestimmen. Das Ergebnis ist in Tab. 7.1 dargestellt.
Für jede Belastungsrate berechnet sich die diskrete Funktion der kraftabhängigen Lebens-
zeit, τ(F ), aus den gemessenen Abrisskraftverteilungen nach Gl. 3.22. Wie in Abb. 7.6 (b)
dargestellt, zeigen die Funktionen für alle Belastungsraten eine gute Übereinstimmung. An
diese Daten wird die Beschreibung nach dem DHS-Modell, τDHS(F ) (Gl. 3.18, s. Kapitel 3.4),
für die geometrischen Faktoren ν = 0,5, ν = 2/3 und ν = 1 angepasst. Die dadurch ermittelten
Parameter τ0, die Lebenszeit der unbelasteten Bindung, xts, die charakteristische Länge und
ΔG, die freie Aktivierungsenergie sowie die nach Gl. 3.20 berechnete kritische Kraft Fcrit,
bei der die Barriere verschwindet, sind in Tab. 7.1 aufgeführt. Bei kleinen Kräften stimmen
die angepassten Funktionen von τDHS(F ) für alle Werte von ν überein, während für ν = 1
bei Kräften, die größer sind als 50 pN, Abweichungen entstehen. Als Gegenprobe wird durch
Einsetzen der ermittelten Parameter für jede Belastungsrate die jeweilige theoretische Wahr-
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scheinlichkeitsverteilung der Abrisskräfte pDHS(F ) (Gl. 3.19) für ν = 0,5 berechnet. Abb. 7.6
(a) zeigt, dass das Ergebnis mit den experimentellen Daten übereinstimmt.
Die Bestimmung der Messunsicherheit der Bindungsparameter erfolgte mithilfe einer Com-
putersimulation basierend auf tatsächlichen Messergebnissen. Auf diese Weise wurde die Fort-
pﬂanzung des Fehlers einzelner Abrisskräfte ermittelt. Die experimentelle Unsicherheit der
Kraftmessung resultiert hauptsächlich aus der begrenzten räumlichen und zeitlichen Auﬂösung
der Positionsdetektion. Deren räumliche Auﬂösung von ±2 nm trägt bei einer Fallenstärke von
0,08 pN/nm eine Unsicherheit von ±0, 16 pN bei. Zusätzlich ergibt sich durch die zeitliche Auf-
lösung von (60 Hz)−1 ≈ 17ms ein Beitrag, der von der Belastungsrate F˙ abhängig ist, da der
Zeitpunkt des Abrissereignisses nur innerhalb eines Bereichs von ±(17ms)/2 bestimmt wer-
den kann. Daraus resultiert eine maximale Unsicherheit von ±F˙ · (17 ms)/2 = 0, 51 pN für
eine typische Belastungsrate von F˙ = 60pN/s. Damit summieren sich die Messunsicherheiten
zu einem Absolutwert von etwa ±0, 7 pN pro gemessene Abrisskraft.
Die Fortpﬂanzung dieser Unsicherheit ist sehr komplex, da die Auswertung die Einteilung
der Daten in Klassen (Abrisskrafthistogramm), eine Summierung über diese (Berechnung von
τ(F )) sowie eine auf einem Levenberg-Marquardt-Algorithmus basierende nichtlineare Kur-
venanpassung (Anpassung τDHS(F )) beinhaltet. Um die Messunsicherheit abzuschätzen, wird
die theoretische Abrisskraftverteilung nach Gl. 3.19 für ν = 0,5, ν = 2/3 und ν = 1 nach Ein-
setzen der jeweiligen experimentell bestimmten Bindungsparameter berechnet. Das Ergebnis
wird in ein Histogramm überführt, das dieselbe Anzahl und Breite der Klassen aufweist wie
das der Messdaten. Im nächsten Schritt wird zur Häuﬁgkeitsdichte jeder Klasse ein gaußsches
Rauschen mit verschwindendem Mittelwert und einer Varianz von 0,7 pN (entsprechend der
Messunsicherheit der Abrisskräfte) addiert. Wie in der Auswertung der Messdaten erfolgt
dann die Berechnung der diskreten τ(F )-Funktion aus diesem verrauschten Histogramm. Im
Anschluss wird die Modellfunktion τDHS(F ) an diese Funktion angepasst. Nach 10000-facher
Wiederholung dieser Prozedur erhält man gaußsche Verteilungen der Bindungsparameter τ0,
xts und ΔG mit jeweiliger Standardabweichung. Diese Werte charakterisieren die Fortpﬂan-
zung der statistischen Unsicherheit während der Messung und Datenauswertung und werden
insofern im Folgenden als Fehlerbalken verwendet.
Die Auswertung der Abrisskraftverteilungen für die speziﬁschen Wechselwirkungen zwischen
HPT-110 und dem an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid sowie zwischen HPT-104 und
dem bi- bzw. dem an Thr231 monophosphorylierten Tau-Peptid erfolgt analog nach dem oben
beschriebenen Verfahren. Da die Abrisskräfte – abgesehen von wenigen Ausnahmen – deutlich
unterhalb der kritischen Schwelle Fcrit liegen (Tab. 7.1), ist eine Auswertung anhand des DHS-
Modells gerechtfertigt (vgl. Kapitel 3.4). Tab. 7.1 stellt die ermittelten Bindungsparameter
τ0, xts und ΔG für die verschiedenen Werte von ν dar. Die Abweichungen zwischen den Er-
gebnissen für ν = 0,5 und ν = 2/3 sind im Vergleich zur Messungenauigkeit vernachlässigbar.
Für ν = 1 zeigt sich, dass die Werte sowohl für τ0, als auch für xts geringfügig kleiner sind
als diejenigen, die für ν = 0,5 ermittelt wurden. Tendenziell stimmt dies mit der Vorhersage
von Dudko et al. [158] auf Basis der Auswertung künstlich generierter Daten überein, aller-
dings wurden dort für τ0 deutlich größere Abweichungen (eine Größenordnung) beobachtet.
Für die vorliegenden Ergebnisse lässt sich in Anbetracht der experimentellen Unsicherheit
95
7 Untersuchung der Wechselwirkung von Antikörpern und Tau-Peptiden
Tabelle 7.1: Überblick über die mit dem DHS-Modell (vgl. Kapitel 3.4) ermittelten Bindungsparameter τ0
(Lebenszeit der unbelasteten Bindung), xts (charakteristische Länge) und ΔG (freie Aktivie-
rungsenergie) für die speziﬁschen Bindungen zwischen HPT-110 und dem biphosphorylierten
bzw. dem an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid sowie zwischen HPT-104 und dem bi-
phosphorylierten bzw. dem an Thr231 monophosphorylierten Tau-Peptid. ν gibt die Form der
zugrunde liegenden Energielandschaft an: ν = 0,5 entspricht der zackenförmigen und ν = 2/3 der
linear-kubischen Energielandschaft. Für ν = 1 geht die Beschreibung in das Bell-Evans-Modell
über, in das der Parameter ΔG nicht eingeht.
ν τ0/ s xts/ nm ΔG/kBT Fcrit/ pN
HPT-110 &
Thr231/Ser235
0,5 1, 42± 0, 13 0, 33± 0, 04 3, 9± 1, 0 98± 7
2/3 1, 36± 0, 12 0, 28± 0, 03 3, 6± 1, 2 80± 7
1 1, 22± 0, 11 0, 20± 0, 03 k.A. k.A.
HPT-110 &
Ser235
0,5 1, 43± 0, 21 0, 56± 0, 08 4, 7± 1, 0 70± 4
2/3 1, 41± 0, 19 0, 52± 0, 08 4, 0± 0, 7 48± 4
1 1, 26± 0, 16 0, 38± 0, 05 k.A. k.A.
HPT-104 &
Thr231/Ser235
0,5 1, 61± 0, 15 0, 37± 0, 05 5, 4± 1, 7 121± 10
2/3 1, 63± 0, 15 0, 36± 0, 05 4, 3± 2, 6 75± 13
1 1, 49± 0, 14 0, 28± 0, 03 k.A. k.A.
HPT-104 &
Thr231
0,5 1, 04± 0, 10 0, 40± 0, 05 3, 9± 1, 0 61± 6
2/3 0, 97± 0, 09 0, 33± 0, 04 3, 5± 1, 1 65± 7
1 0, 84± 0, 06 0, 22± 0, 02 k.A. k.A.
schlussfolgern, dass die Parameter annähernd unabhängig von der Wahl von ν sind.
Die Lebenszeiten τ0 der Wechselwirkungen zwischen den monoklonalen Antikörpern und
den Tau-Peptiden liegen, mit Ausnahme der Bindung von HPT-104 an das an Thr231 mo-
nophosphorylierte Tau-Peptid, bei etwa 1,4 s. Die letztere weist mit τ0 = (1, 04± 0, 10) s (für
ν = 0, 5) eine deutlich geringere Lebenszeit auf. Mit xts = (0, 56±0, 08) nm (für ν = 0,5) wur-
de die größte charakteristische Länge für HPT-110 und das an Ser235 monophosphorylierte
Tau-Peptid ermittelt. Die Bindungen desselben Antikörpers an das biphosphorylierte Peptid
sowie von HPT-104 an das bi- bzw. an Thr231 monophosphorylierte Peptid hingegen weisen
ähnliche charakteristische Längen von etwa 0,3 nm auf. Die freie Aktivierungsenergie nimmt
für alle untersuchten Wechselwirkungen Werte von etwa 4 kBT an, wobei bei den gegebenen
Messunsicherheiten keine Unterschiede beobachtet werden.
Ein Artikel von R. Merkel [146] gibt eine Literaturübersicht über die Bindungsparameter
verschiedener Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen, die mit dynamischer Kraftspektroskopie
untersucht wurden. Die Lebenszeiten und charakteristischen Längen der Bindungen zwischen
den Tau-Peptiden und den monoklonalen Antikörpern sind vergleichbar mit der Extrakti-
on von SOPC (1-stearoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine) aus einer SOPC-Membran und liegen
damit innerhalb des für nicht-kovalente speziﬁsche Wechselwirkungen typischen Bereichs (ty-
pische Lebenszeiten: 0,1-100 s; typische Werte für xts: 0,01-3 nm).
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7.2.3 Vergleich verschiedener Auswerteprozeduren
Ein in der Literatur häuﬁg verwendetes Verfahren zur Auswertung von Messergebnissen der
dynamischen Kraftspektroskopie basiert auf dem Bell-Evans-Modell [12, 59, 86, 104, 145,
240]. Dabei wird die mittlere bzw. häuﬁgste Abrisskraft über den natürlichen Logarithmus
der Belastungsrate aufgetragen (vgl. Kapitel 3.5). Die Parameter können dann durch eine
lineare Anpassung und Gl. 3.17 bestimmt werden.
Abb. 7.7 (a) zeigt den Median der Abrisskraft, F ∗, für die Wechselwirkung zwischen dem
monoklonalen Antikörper HPT-110 und dem biphosphorylierten Tau-Peptid bei 8 verschie-
denen Belastungsraten. Durch den Median wird das Maximum der jeweiligen Verteilung in
guter Näherung beschrieben. Für die Kombination des verwendeten Rezeptor/Ligand-Systems
sowie der optischen Pinzette mit einer Bildaufnahmerate von 60Hz ist die Belastungsrate auf
einen Bereich von 18–111 pN/s beschränkt. Aus der linearen Anpassung folgen nach Gl. 3.17
die Parameter xts = (0, 43± 0, 15) nm und τ0 = 1/k0oﬀ = (2, 1± 1, 4) s. Die Fehlerbalken sind
durch die Ungenauigkeit der linearen Anpassung bzw. deren Fortpﬂanzung gegeben.
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Abbildung 7.7: (a) Median der Abrisskräfte F ∗ für die Wechselwirkung zwischen HPT-110 und dem bi-
phosphorylierten Tau-Peptid für 8 verschiedene Belastungsraten zwischen 18 und 111 pN/s.
(b) Übersicht über die Bindungsparameter ermittelt durch (1) lineare Anpassung und Gl.
3.17 nach dem Bell-Evans-Modell sowie über τ(F ) nach dem DHS-Modell für (2) ν = 1
(=̂ Bell-Evans-Modell) und (3) ν = 0, 5.
Abb. 7.7 (b) zeigt das Ergebnis im Vergleich mit der Auswertung über τ(F ) mit dem DHS-
Modell für ν = 1 und ν = 0, 5 auf der Grundlage derselben Abrisskrafthistogramme. Sowohl
für ν = 1 als auch bei der linearen Anpassung liegt hierbei das Bell-Evans-Modell zugrunde.
Die ermittelten Lebenszeiten zeigen unter Beachtung des Messfehlers eine quantitative Über-
einstimmung und auch die charakteristischen Längen weisen nur geringfügige Unterschiede
auf. Wie in Tab. 7.1 aufgeführt, beträgt die kritische Kraft für diese Wechselwirkung etwa
90 pN und ist damit deutlich größer als die Medianwerte der Abrisskräfte bei den untersuchten
Belastungsraten (vgl. Abb. 7.7). Abweichungen des Bell-Evans-Modells sind hingegen nur bei
großen Abrisskräften nahe Fcrit zu erwarten (s. Kapitel 3.4). Daraus folgt, dass beide Me-
thoden für die hier untersuchten Kraftbereiche anwendbar sind und verlässliche Ergebnisse
liefern. Allerdings ist die Messungenauigkeit bei der vorliegenden Statistik für die Methode
der linearen Anpassung deutlich größer.
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7.2.4 Abziehen unspeziﬁscher Wechselwirkungen
Die Messung der Bindungshäuﬁgkeiten zeigte, dass unspeziﬁsche Wechselwirkungen zwischen
HPT-104 und dem an Ser235 phosphorylierten Tau-Peptid sowie zwischen HPT-110 und dem
an Thr231 phosphorylierten Peptid auftreten (vgl. Kapitel 7.2.1). Vermutlich handelt es sich
dabei um Anlagerungen verschiedener Stellen der Oberﬂäche der Moleküle, wobei eine Be-
teiligung des vorhandenen Bereichs des Epitops nicht ausgeschlossen werden kann. Da alle
genutzten Tau-Peptide abgesehen von der jeweiligen Phosphorylierung dieselbe Sequenz auf-
weisen, muss davon ausgegangen werden, dass diese unspeziﬁschen Wechselwirkungen auch
zwischen dem Antikörper und dem jeweiligen Peptid, für das dieser speziﬁsch ist, auftreten.
Dies bedeutet, dass die Abrisskraftverteilungen der speziﬁschen Bindungen auch Ereignisse
beinhalten, die nicht auf die speziﬁsche Wechselwirkung des Antikörpers mit dem Epitop zu-
rückzuführen sind. Diese könnten beispielsweise durch hydrophobe oder geladene Stellen auf
der Oberﬂäche der Moleküle verursacht werden. Allerdings ist es nicht möglich, anhand der
Eigenschaften der Kraft-Abstandskurven zwischen speziﬁschen und unspeziﬁschen Abrisser-
eignissen zu unterscheiden.
Abb. 7.8 (a) zeigt die Abrisskraftverteilung der speziﬁschen Wechselwirkung zwischen HPT-
110 und dem nur an Ser235 phosphorylierten Tau-Peptid, die auch einen Beitrag an unspezi-
ﬁschen Wechselwirkungen enthält, bei einer Belastungsrate von (56 ± 6) pN/s. Dieses Histo-
gramm wurde über die Berechnung der diskreten τ(F )-Funktion und der Anpassung des DHS-
Modells für ν = 0,5 (vgl. Kapitel 7.2.2) ausgewertet. Als Gegenprobe wurden die ermittelten
Parameter, die in Tab. 7.1 und Abb. 7.9 gegeben sind, in die theoretische Wahrscheinlichkeits-
verteilung der Abrisskräfte pDHS(F ) (Gl. 3.19) eingesetzt und mit den experimentellen Daten
verglichen (Abb. 7.8 (a)). Die Abrisskraftverteilung der unspeziﬁschen Wechselwirkung zwi-
schen demselben Antikörper HPT-110 und dem nur an Thr231 phosphorylierten Tau-Peptid,
ebenfalls bei einer Belastungsrate von (56±6) pN/s, ist in Abb. 7.8 (b) dargestellt. Das Histo-
gramm zeigt eine breite Verteilung, die, verglichen mit der speziﬁschen Wechselwirkung, zu
kleineren Kräften hin verschoben ist. Zudem ist eine Beschreibung dieser Daten mit dem DHS-
Modell (τDHS(F ) (Gl. 3.18) sowie pDHS(F ) (Gl. 3.19)) nicht möglich. Da die unspeziﬁschen
Wechselwirkungen nicht durch deﬁnierte Bindungsstellen verursacht werden, ist anzunehmen,
dass die Stellen und Mechanismen der Anlagerungen – beispielsweise in Abhängigkeit der
Ausrichtung der jeweiligen Moleküle – variieren. Solche Wechselwirkungen lassen sich nicht
anhand einer einzigen Energielandschaft beschreiben, was jedoch die Voraussetzung für die
theoretischen Modelle darstellt [86].
In erster Näherung soll hier angenommen werden, dass die Beiträge speziﬁscher und un-
speziﬁscher Wechselwirkungen zu den Abrisskraftverteilungen als additiv im Sinne einer aus-
schließenden Disjunktion („exklusives Oder“) betrachtet werden können. Dies ermöglicht eine
Separation der Beiträge durch den Abzug des unspeziﬁschen Histogramms. Dafür wird zuerst
für beide Verteilungen die optimale Klassengröße entsprechend der Regel nach Scott [239]
(s. Kapitel 7.2.2) berechnet. Um eine ausreichende Klassengröße sicherzustellen, wird die grö-
ßere ausgewählt und für beide Datensätze angewendet. Nach der Normierung der Histogramme
erfolgt eine Wichtung mit der relativen Bindungshäuﬁgkeit hB der jeweiligen Wechselwirkung
98
7 Untersuchung der Wechselwirkung von Antikörpern und Tau-Peptiden
0 25 50
0,0
0,4
0,8
 
 

 / 
s
F / pN
0,00
0,02
0,04
0,06
 
 
h
0 10 20 30 40 50
0,00
0,02
0,04
0,06
 
 
h
F / pN
0 15 30
0
2
 
 /
 s
F / pN
0,00
0,02
0,04
0,06
 
 
h
(c)
(b)
(a)
Abbildung 7.8: (a) Abrisskrafthistogramm der speziﬁschen Wechselwirkung zwischen HPT-110 und dem
an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid. Nach der Normierung erfolgt eine Wichtung
der Fläche des Histogramms mit der relativen Bindungshäuﬁgkeit von 0,6 (vgl. Abb. 7.5).
Die Linie entspricht der theoretischen Verteilung von pDHS(F ) (Gl. 3.19), ebenfalls nach
einer Wichtung mit 0,6, für die Parameter aus der Anpassung von τDHS(F ) (ν = 0, 5). Die
Einfügung zeigt die diskrete Funktion der Lebenszeit, die aus dem Abrisskrafthistogramm
berechnet wurde, sowie die Anpassung von τDHS(F ). (b) Normierte und gewichtete (mit
hB = 0, 26) Abrisskraftverteilung der unspeziﬁschen Wechselwirkung zwischen HPT-110
und dem nur an Thr231 phosphorylierten Tau-Peptid. (c) Diﬀerenz der Abrisskraftvertei-
lungen von speziﬁscher (a) und unspeziﬁscher (b) Bindung. Die Linie zeigt pDHS(F ) für
die Parameter aus der Anpassung von τDHS(F ) (ν = 0, 5) an die diskrete Funktion der
Lebenszeit (Einfügung). Die resultierenden Bindungsparameter sind in Abb. 7.9 gegeben.
(s. Abb. 7.5), bevor das unspeziﬁsche Histogramm von der Abrisskraftverteilung der Bindung
zwischen HPT-110 und dem nur an Ser235 phosphorylierten Tau-Peptid subtrahiert wird.
Die Diﬀerenz, also die korrigierte Abrisskraftverteilung, entspricht der speziﬁschen Bindung
zwischen Bindungsstelle und Epitop (Abb. 7.8 (c)). Diese Verteilung ist schmaler und zu
größeren Kräften hin verschoben. Die Auswertung des korrigierten Datensatzes erfolgt ana-
log zu den Rohdaten nach dem DHS-Modell. Die resultierenden Bindungsparameter sind in
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Abb. 7.9 dargestellt. Die anhand der korrigierten Daten ermittelte Lebenszeit τ0 weist mit
τ0 = (7, 87 ± 1, 22) s die stärkste Abweichung von den Parametern der Rohdaten auf. Mit
xts = (1, 20 ± 0, 16) nm nimmt allerdings auch die charakteristische Länge der korrigierten
Daten einen deutlich größeren Wert an. Für die freie Aktivierungsenergie ΔG wird innerhalb
der Messunsicherheit kein Unterschied beobachtet.
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Abbildung 7.9: Die Bindungsparameter Lebenszeit τ0, charakteristische Länge xts und freie Aktivierungs-
energie ΔG der speziﬁschen Wechselwirkungen von HPT-110 und HPT-104 jeweils mit dem
biphosphorylierten sowie dem an Ser235 bzw. Thr231 phosphorylierten Tau-Peptid. Für jede
Wechselwirkung sind die Ergebnisse der Rohdaten (Dreiecke) sowie der korrigierten Abriss-
kraftverteilung nach Abzug der unspeziﬁschen Ereignisse (Kreise) gegeben. Die Fehlerbalken
entsprechen der Fortpﬂanzung der statistischen Unsicherheit einzelner Kraftmessungen. Sie
wurden, wie in Kapitel 7.2.2 beschrieben, mithilfe einer Computersimulation basierend auf
tatsächlichen Messergebnissen ermittelt.
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Die Ermittlung der korrigierten Abrisskraftverteilung der Bindung zwischen HPT-110 und
dem biphosphorylierten Tau-Peptid erfolgte nach demselben Verfahren. Gleichermaßen wur-
den auch die speziﬁschen Wechselwirkungen zwischen HPT-104 und dem an Thr231 mono-
bzw. dem biphosphorylierten Peptid vom Beitrag der unspeziﬁschen Wechselwirkungen be-
reinigt. Im Fall von HPT-104 ergibt sich dieser Beitrag aus der Abrisskraftverteilung der
Wechselwirkung mit dem an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid, für das keine Spezi-
ﬁtät besteht (vgl. Kapitel 4.1.3). Die Daten sind ähnlich verteilt wie bei der unspeziﬁschen
Bindung von HPT-110 an das nur an Thr231 phosphorylierte Peptid, die in Abb. 7.8 (b) dar-
gestellt ist. Nach der Bestimmung der Klassengrößen anhand der Regel von Scott [239] sowie
der Wichtung nach der relativen Bindungshäuﬁgkeit wurde dieses Histogramm wiederum von
dem der jeweiligen speziﬁschen Wechselwirkung abgezogen. Danach erfolgte die Auswertung
mithilfe des DHS-Modells.
Abb. 7.9 stellt die Bindungsparameter vor und nach der Korrektur gegenüber. Da die Daten
nicht länger von unspeziﬁschen Wechselwirkungen überlagert sind, wird davon ausgegangen,
dass die mit den korrigierten Verteilungen ermittelten Parameter die bessere Beschreibung
für die jeweilige speziﬁsche Bindung darstellen. Die Lebenszeit τ0 der korrigierten Datensätze
ist in allen Fällen länger als die der Rohdaten. Dies bedeutet, dass die Bindungen, die von
der speziﬁschen Wechselwirkung zwischen Bindungsstelle und Epitop verursacht werden, län-
ger erhalten bleiben. Mit τ0 ≈ 8 s weisen HPT-110 und das an Ser235 monophosphorylierte
Tau-Peptid sowie HPT-104 und das biphosphorylierte Tau-Peptid die größten Werte für die
Lebenszeit auf. Die Separation von unspeziﬁschen und speziﬁschen Wechselwirkungen beein-
ﬂusst auch die charakteristischen Längen xts (a. Abb. 7.9), wobei der deutlichste Eﬀekt bei
den Bindungen mit den längsten Lebenszeiten zu beobachten ist. Bezüglich der freien Aktivie-
rungsenergie lässt sich zwar eine Erhöhung des Ergebnisses der korrigierten Daten um 1 kBT
feststellen, allerdings liegt diese Änderung innerhalb der Messungenauigkeit.
7.2.5 Zusammenfassung und Fazit
Die speziﬁschen Bindungen der monoklonalen Antikörper HPT-104 und HPT-110 an Tau-
Peptide mit verschiedenen Phosphorylierungsmustern wurden mittels Kraftspektroskopie un-
tersucht. Die Ergebnisse wurden in Wagner et al. [238] veröﬀentlicht. In den letzten Jahren
entwickelte sich die Erforschung nicht-kovalenter Wechselwirkungen auf der Ebene einzelner
Bindungsereignisse zu einem gängigen Ansatz, der einen tieferen Einblick in die Natur solcher
Bindungen ermöglicht [115, 145, 146]. Im Speziellen bietet das hier untersuchte System aus
kleinen, synthetischen Tau-Peptiden die Option, die Anbindung der monoklonalen Antikörper
an Peptide mit und ohne speziﬁscher Erkennungsstelle zu vergleichen.
Die einzelnen Wechselwirkungen wurden jeweils anhand der Bindungshäuﬁgkeiten sowie
durch die Analyse von Abrisskraftverteilungen (dynamische Kraftspektroskopie) charakteri-
siert. Letztere erfolgte mithilfe des DHS-Modells (vgl. Kapitel 3.4), das die Bestimmung der
Parameter Lebenszeit der unbelasteten Bindung τ0, charakteristische Länge xts und freie Ak-
tivierungsenergie ΔG ermöglicht [85, 158]. Der Vergleich mit dem in der Literatur häuﬁg
verwendeten Verfahren basierend auf dem Bell-Evans-Modell (vgl. Kapitel 3.5) ergab, dass
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beide Methoden anwendbar sind und verlässliche Ergebnisse liefern. Das DHS-Modell wurde
gewählt, da es eine Erweiterung des Bell-Evans-Modells darstellt [158] und bei der vorliegen-
den Statistik eine genauere Bestimmung der Bindungsparameter ermöglicht.
Es zeigte sich, dass die gemäß der Ergebnisse des ELISA speziﬁschen Wechselwirkungen
(zwischen HPT-104 und den Tau-Peptiden, die eine Phosphorylierung an Thr231 enthalten
sowie zwischen HPT-110 und den an Ser235 phosphorylierten Peptiden) auch die größten
Bindungshäuﬁgkeiten hB aufweisen. Dabei steht hB in direkter Proportionalität zur jeweili-
gen Assoziationsrate. Insofern zeigt sich hier eine qualitative Übereinstimmung zwischen dem
dynamischen Ansatz der Einzelmolekültechnik und dem statischen Verfahren der immuno-
chemischen Methode, das ein Maß für die Aﬃnität liefert. Allerdings ergaben die Untersu-
chungen auf der Ebene einzelner Bindungen, dass die Antikörper auch an die Tau-Peptide,
die die jeweilige speziﬁsch erkannte Phosphorylierung nicht beinhalten, binden. Dies bedeutet
entweder, dass eine Bindung an den noch vorhandenen Rest des Epitops stattﬁndet oder dass
hydrophobe oder geladene Stellen auf der Oberﬂäche der Moleküle außerhalb von speziﬁscher
Bindungsstelle und Epitop interagieren. Vermutlich sind die unspeziﬁschen Wechselwirkungen
zu schwach oder zu kurzlebig für eine Detektion im ELISA.
Aus der Literatur ist bekannt, dass speziﬁsche Bindungen häuﬁg von solchen unspeziﬁschen
Wechselwirkungen überlagert werden. Darüber hinaus kann man sogar davon ausgehen, dass
die Wechselwirkungen zwischen Proteinen generell nicht ausschließlich von den speziﬁschen
Bindungsstellen bestimmt werden [145]. Allerdings gibt es keine allgemein gültige Abgrenzung
zwischen „speziﬁschen“ und „unspeziﬁschen“ Bindungen, da beide auf denselben physikalischen
Wechselwirkungen beruhen (vgl. Kapitel 3.1). Die Deﬁnition erfolgt insofern jeweils für den
Einzelfall, beispielsweise durch Vergleich der Aﬃnitäten oder Lebenszeiten. Hier wurden die
im ELISA nicht erkannten Wechselwirkungen als „unspeziﬁsch“ deﬁniert (vgl. Kapitel 7.2.1).
Deren Abrisskraftverteilungen sind zu geringeren Kräften hin verschoben und verbreitert,
wodurch eine Auswertung nach dem DHS-Modell nicht möglich ist.
Die Kenntnis der Abrisskraftverteilungen der jeweiligen unspeziﬁschen Wechselwirkungen
ermöglicht es, diese von den speziﬁschen abzugrenzen. Dadurch konnten die Bindungen, die
auf den speziﬁschen Bindungsstellen basieren, charakterisiert werden. Die Tatsache, dass die
Auswertung der korrigierten Abrisskraftverteilungen veränderte Bindungsparameter ergibt,
zeigt, dass der Beitrag der unspeziﬁschen Wechselwirkungen eine Verzerrung verursacht. Diese
äußert sich beispielweise in der schmaleren Form der korrigierten Abrisskraftverteilungen, die
zu höheren Kräften hin verschoben sind und langlebigeren Wechselwirkungen entsprechen.
Gemäß dem Ergebnis der Epitopkartierung ist die vom jeweiligen Antikörper speziﬁsch
erkannte Bindungsstelle der Tau-Peptide über mehrere für eine Bindung essentielle Amino-
säuren ausgedehnt (vgl. Kapitel 4.1.3, Tab. 4.2). Diese Notwendigkeit erklärt sich daraus, dass
sich die Speziﬁtät der Antikörper nicht auf eine beliebige isolierte Phosphorylierung, sondern
auf die Aminosäuresequenz im Tau-Peptid (bzw. auch im Tau-Protein) mit der jeweiligen
Phosphorylierungsstelle bezieht. Dieser Sachverhalt wirft jedoch direkt die Frage auf, wie die
Existenz von mehr als einer für die Erkennung notwendigen Stelle erklärt werden kann. In
einem vereinfachten Modell kann man annehmen, dass sich die Aﬃnitäten von einzelnen Be-
reichen der Bindungsstelle aufaddieren, so dass die stärkste Bindung ausgebildet wird, wenn
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das gesamte Epitop vorhanden ist. Nach diesem Bild würde man allerdings erwarten, dass
auch eine Wechselwirkung auftritt, wenn Teilbereiche des Epitops (beispielsweise die Phos-
phorylierung) fehlen. Ist dies nicht der Fall, könnte das bedeuten, dass die speziﬁsche Bindung
eine bestimmte Konformation voraussetzt, die nur bei Vorhandensein des kompletten Epitops
vorliegt. In der Literatur ﬁnden sich Hinweise darauf, dass die Peptidkonformation von einer
Phosphorylierung an Thr231 bzw. Ser235 beeinﬂusst werden kann (vgl. Kapitel 4.1.3) [198].
Andererseits wäre auch denkbar, dass während der Wechselwirkung an einem der Bindungs-
partner minimale strukturelle Anpassungen (eine sogenannte „induzierte Passung“) auftreten
[1]. Es ist insofern möglich, dass es sich bei den mittels dynamischer Kraftspektroskopie de-
tektierten, unspeziﬁschen Wechselwirkungen um eine Bindung an Aminosäuren des Epitops
abseits der Phosphorylierung handelt. Allerdings bleibt unklar, ob die Anlagerung am Anti-
körper an der speziﬁschen Bindungsstelle erfolgt, oder ob diese für ein unvollständiges Epitop
nicht zugänglich ist (entsprechend der „induzierten Passung“).
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7.3 Wechselwirkung des monoklonalen Antikörpers HPT-101
mit Tau-Peptiden
7.3.1 Bindungshäuﬁgkeiten
0,00
0,25
0,50
42 3
 
h B
1
1: HPT-101 & Thr231/Ser235
2: HPT-101 & Thr231
3: HPT-101 & Ser235
4: Hintergrund
 
 
 
Abbildung 7.10: Median der relativen Bindungshäuﬁgkeit hB des monoklonalen Antikörpers HPT-101 mit
dem biphosphorylierten, sowie dem an Thr231 bzw. Ser235 monophosphorylierten Tau-
Peptid. Für jede Wechselwirkung wurden mindestens 5 verschiedene Kolloidpaare in Bezug
auf die Anzahl an Bindungsereignissen in jeweils 30–100 Kraft-Abstandskurven untersucht.
Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Medians dar. Der Hintergrund entspricht
Wechselwirkungen, die nicht von Bindungen zwischen Rezeptor und Ligand hervorgerufen
werden. Mit einer Häuﬁgkeit von weniger als 2% ist dessen Einﬂuss vernachlässigbar.
Die relativen Bindungshäuﬁgkeiten hB des monoklonalen Antikörpers HPT-101 wurden
nach demselben Vorgehen, wie in Kapitel 7.2.1 beschrieben, ermittelt. Dafür wurden für je-
de Wechselwirkung mindestens 5 verschiedene Kolloidpaare untersucht, wobei die Anzahl an
Bindungsereignissen aus jeweils 30–100 Kraft-Abstandskurven bestimmt wurde. Die Fehler-
balken sind dabei durch den Standardfehler des Medians gegeben (vgl. Kapitel 7.2.1). Abb.
7.10 zeigt, dass HPT-101 mit einer Häuﬁgkeit von 0, 31±0, 08 an das biphosphorylierte Peptid
bindet. Für das an Thr231 monophosphorylierte Tau-Peptid ergibt sich, dass hB = 0, 20±0, 12
und für das an Ser235 monophosphorylierte Peptid gilt hB = 0, 15± 0, 04. In Anbetracht der
Fehlerbalken besteht kein signiﬁkanter Unterschied zwischen den Bindungshäuﬁgkeiten der
Tau-Peptide, was auch durch den Median-Test (vgl. Kapitel 7.1.3) belegt werden konnte. Da
hB in direkter Proportionalität zur Assoziationsrate steht (vgl. Kapitel 7.2.1), folgt daraus,
dass die Komplexbildung für alle drei Wechselwirkungen mit einer ähnlichen Rate erfolgt.
Allerdings muss hierbei beachtet werden, dass die Fehlerbalken teilweise aus geringfügigen
Unterschieden in der Beladungsdichte verschiedener Kolloide resultieren. Es ist insofern nicht
auszuschließen, dass sich die beobachteten Unterschiede in hB als signiﬁkant erweisen würden,
wenn eine identische Beladungsdichte sichergestellt werden könnte. Eine mögliche Methode
zur Optimierung dieses Wertes wird in Kapitel 9 vorgestellt.
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Gemäß dem Ergebnis des ELISA erkennt HPT-101 nur das biphosphorylierte Tau-Peptid
(vgl. Kapitel 4.1.3). Diesem entsprechen die Bindungshäuﬁgkeiten insofern, als hB für das
biphosphorylierte Peptid den größten Wert annimmt. Im Gegensatz zu der immunochemi-
schen Methode treten allerdings auch Wechselwirkungen mit den monophosphorylierten Pep-
tiden nur geringfügig seltener auf. Aus diesem Grund kann die Speziﬁtät von HPT-101 für
das biphosphorylierte Tau-Peptid anhand der Bindungshäuﬁgkeiten nicht bestätigt werden.
Allerdings stellt die Untersuchung der Bindungshäuﬁgkeiten nur ein Maß für die Assoziati-
onsrate dar (vgl. Kapitel 3.1). Da die Aﬃnität einer Bindung durch die Assoziationskonstante
Ka deﬁniert ist, die dem Verhältnis von Assoziations- zu Dissoziationsrate (vgl. Kapitel 3.1)
entspricht, besteht zudem die Notwendigkeit zur Bestimmung der Dissoziationsrate mithilfe
von dynamischer Kraftspektroskopie.
Das Epitop bezüglich des Antikörpers HPT-101 ist in Tab. 4.2 (s. Kapitel 4.1.3) veran-
schaulicht. Wie im vorigen Kapitel diskutiert (s. Kapitel 7.2.5), handelt es sich dabei um
eine über mehrere Aminosäuren ausgedehnte Bindungsstelle. Insofern könnte es sich bei den
Wechselwirkungen mit den monophosphorylierten Tau-Peptiden um Bindungen der speziﬁ-
schen Bindungsstelle des Antikörpers an verbleibende Teilbereiche des Epitops (inklusive der
jeweils vorhandenen Phosphorylierung) handeln. Das Ergebnis der Bindungshäuﬁgkeiten lässt
die Hypothese zu, dass die Bindung an das biphosphorylierte Tau-Peptid der Summe aus den
Wechselwirkungen mit den monophosphorylierten Peptiden entspricht.
7.3.2 Untersuchung der Wechselwirkungen von HPT-101 mit dynamischer
Kraftspektroskopie
Die Bindungen zwischen HPT-101 und dem biphosphorylierten Tau-Peptid sowie dem an
Thr231 bzw. Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid wurden mit dynamischer Kraftspek-
troskopie untersucht. Abb. 7.11 (a) zeigt die jeweiligen Abrisskrafthistogramme bei einer Be-
lastungsrate von etwa (50±15) pN/s. Jeder Verteilung liegen mindestens 100 Abrissereignisse
zugrunde. Die Wahl der jeweiligen Klassenbreite erfolgte entsprechend der Regel nach Scott
[239]. Es zeigt sich eine deutliche Verschiebung im Median der Abrisskraft. Das biphosphory-
lierte Peptid, für welches auch die größte Bindungshäuﬁgkeit (0, 31 ± 0, 08) ermittelt wurde,
weist einen Wert von (42, 1 ± 2) pN auf. Die Abrisskräfte für das an Thr231 monophospho-
rylierte Peptid mit einer etwas geringeren Bindungshäuﬁgkeit (0, 20 ± 0, 12) sind mit einem
Median von (25, 5 ± 1, 5) pN deutlich kleiner. Die mit (7, 2 ± 1) pN schwächste Wechselwir-
kung stellt jene des an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptids dar, die auch mit der ge-
ringsten Häuﬁgkeit (0, 15 ± 0, 04) auftritt. Untersuchungen bei veränderten Belastungsraten
ergaben vergleichbare Tendenzen. Allerdings weisen die Abrisskraftverteilungen jeweils eine
Verschiebung gemäß der linearen Abhängigkeit der häuﬁgsten Abrisskraft vom natürlichen
Logarithmus der Belastungsrate auf (vgl. Kapitel 3.3 und 7.2.3).
Um die Bindungsparameter zu ermitteln, erfolgt die Auswertung der Daten anhand des
DHS-Modells (vgl. Kapitel 3.4). Für die Wechselwirkungen von HPT-101 mit dem biphospho-
rylierten sowie dem an Thr231 monophosphorylierten Tau-Peptid wird die diskrete Funktion
der kraftabhängigen Lebenszeit τ(F ) aus den Abrisskrafthistogrammen für drei verschiedene
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Belastungsraten nach Gl. 3.22 berechnet. Abb. 7.11 (b) zeigt, dass die diskreten Funktionen
jeweils für alle Belastungsraten kollabieren. Die resultierenden Parameter für ν = 0, 5 sind
in Abb. 7.12 dargestellt, wobei die Messungenauigkeit wie in Kapitel 7.2.2 beschrieben abge-
schätzt wurde. Auf eine Veranschaulichung der Ergebnisse für ν = 2/3 wurde hier verzichtet,
da nur geringfügige Abweichungen auftraten.
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Abbildung 7.11: (a) Abrisskrafthistogramme der Wechselwirkungen von HPT-101 mit dem biphosphorylier-
ten (oben), mit dem an Thr231 monophosphorylierten (mitte) und mit dem an Ser235 mo-
nophosphorylierten Tau-Peptid (unten). Die Belastungsrate beträgt jeweils (50±15) pN/s.
Jeder Verteilung liegen mindestens 100 Abrissereignisse zugrunde. Zudem sind die theo-
retischen Verteilungen der Abrisskräfte (Gl. 3.19) dargestellt (durchgezogene Linien), die
durch Einsetzen der aus der Anpassung von τDHS(F ) ermittelten Parameter berechnet
wurde. Die gestrichelten Linien geben den jeweiligen Median der Abrisskraft an. (b) Kraft-
abhängige Lebenszeit τ(F ) der in (a) dargestellten Wechselwirkungen für je 3 verschiede-
ne Belastungsraten. Für die Wechselwirkungen von HPT-101 mit dem biphosphorylierten
(oben) sowie dem an Thr231 monophosphorylierten Tau-Peptid (mitte) wurden die diskre-
ten τ(F )-Funktionen für jede Belastungsrate aus dem jeweiligen Abrisskrafthistogramm
nach Gl. 3.22 berechnet. Die diskreten Funktionen kollabieren für alle Belastungsraten.
Für die Wechselwirkung mit dem an Ser235 monophosphorylierten Peptid ist diese Be-
rechnung aufgrund der Form der Verteilung nicht möglich. Deshalb wurde die Lebenszeit
für den Median der Kraft für jede Belastungsrate nach Gl. 7.3 bestimmt. An die diskreten
Funktionen wird jeweils τDHS(F ) (Gl. 3.18) für ν = 0, 5 angepasst, um die Bindungspara-
meter τ0, xts und ΔG zu bestimmen (durchgezogene Linien). Die Ergebnisse sind in Abb.
7.12 dargestellt.
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Es ergibt sich für die Bindung von HPT-101 an das biphosphorylierte Tau-Peptid mit
τ0 = (12, 7 ± 0, 8) s eine mehrfach größere Lebenszeit als für das an Thr231 monophospho-
rylierte Peptid (τ0 = (1, 55 ± 0, 10) s). Gleichermaßen weist die langlebigere Wechselwirkung
auch größere Werte für die charakteristische Länge (xts = (0, 54 ± 0, 03) nm) und die freie
Aktivierungsenergie (ΔG = (6, 4± 1, 3) kBT ) auf. Für die Bindung des an Thr231 monophos-
phorylierten Peptids ergibt sich xts = (0, 28± 0, 03) nm und ΔG = (4, 4± 0, 6) kBT .
Aufgrund der Form der Verteilungen, die zu kleinen Kräften nahe der Auﬂösungsgrenze
hin verschoben sind, sowie der „Ausreißer“ bei etwa 40 pN ist die Berechnung der diskreten
τ(F )-Funktion nach Gl. 3.22 für die Wechselwirkung zwischen HPT-101 und dem an Ser235
monophosphorylierten Tau-Peptid nicht möglich. Für solche Fälle beschreiben Dudko et al.
eine abgeänderte Vorgehensweise zur Auswertung [85]. Dabei wird τ(F ) für jedes Abrisskraf-
thistogramm aus dem Interquartilsabstand δF = F3 − F1 (dies bedeutet, dass 25 % aller
Kraftwerte größer sind als F3 und 25 % kleiner als F1) nach
τ(F ) =
3
4
δF
F˙
(
F
) (7.3)
berechnet, wobei F dem Median der Abrisskaft entspricht. Bei dieser Berechnung handelt
es sich um eine aus Gl. 3.21 folgende Näherung, die die Bestimmung der diskreten Werte
von τ(F ) über einen kleineren Kraftbereich als Gl. 3.22 ermöglicht. Die Bestimmung der
Bindungsparameter erfolgt wiederum durch die Anpassung von τDHS(F ) (s. Abb. 7.12). Es
ergibt sich eine Lebenszeit von τ0 = (0, 31 ± 0, 23) s, eine charakteristische Länge von xts =
(0, 40± 0, 16) nm sowie eine freie Aktivierungsenergie von ΔG = (2, 4± 1, 3) kBT .
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Abbildung 7.12: Lebenszeit im unbelasteten Fall τ0, charakteristische Länge xts und freie Aktivierungs-
energie ΔG der Wechselwirkungen von HPT-101 und dem biphosphorylierten (1), dem an
Thr231 (2) sowie dem an Ser235 (3) monophosphorylierten Tau-Peptid.
Um sicherzustellen, dass diese Auswertung trotz begrenzter Statistik ein vertrauenswürdiges
Ergebnis liefert, wurde zudem das Verfahren der linearen Anpassung nach dem Bell-Evans-
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Modell (vgl. Kapitel 7.2.3) durchgeführt. Die resultierenden Parameter τ0 = (0, 54 ± 0, 40) s
und xts = (0, 56±0, 08) nm stimmen im Rahmen der Messgenauigkeit mit den durch τDHS(F )
ermittelten überein. Während sich die charakteristische Länge nicht signiﬁkant von denen der
langlebigeren Wechselwirkungen unterscheidet, weist diese Bindung die kleinsten Werte für
Lebenszeit und freie Aktivierungsenergie auf. Des Weiteren zeigt sich, dass die Summe der frei-
en Aktivierungsenergien der monophosphorylierten Peptide diejenige des biphosphorylierten
Tau-Peptids ergibt (vgl. Abb. 7.12).
7.3.3 Theoretische Berechnung der Addition von zwei verschiedenen
Einzelbindungen
Die Ergebnisse bezüglich der Bindunghäuﬁgkeit lassen die Hypothese zu, dass die Bindung
von HPT-101 an das biphosphorylierte Tau-Peptid der Summe aus den Wechselwirkungen mit
den monophosphorylierten Peptiden entspricht. Unter dieser Annahme setzt sich die Doppel-
bindung aus zwei einzelnen, voneinander unabhängigen Bindungen mit den jeweiligen Charak-
teristika der Wechselwirkungen mit dem an Thr231 bzw. an Ser235 phosphorylierten Peptid
zusammen. Diese Hypothese wird zudem dadurch unterstützt, dass sich die freien Aktivie-
rungsenergien aufsummieren (s. Abb. 7.12).
(a) (b)
Abbildung 7.13: Skizzen einer Doppelbindung. (a) Die Kraft (Pfeile) greift so an, dass einzelne Bindun-
gen nacheinander belastet werten („reißverschlussähnlich“). (b) Die Kraft wird parallel auf
beide Bindungen ausgeübt, wodurch jede Einzelbindung den halben Kraftbetrag erfährt.
Nach der Dissoziation einer Bindung wirkt die Gesamtkraft auf die verbleibende Wechsel-
wirkung. (nach [150])
Das Bell-Evans-Modell ermöglicht die Beschreibung von Mehrfachbindungen [150]. Anders
als in Evans et al. [150] dargelegt, handelt es sich im vorliegenden Fall jedoch um zwei ver-
schiedene Einzelbindungen. Deshalb kann nur der Ansatz übernommen werden. In diesem
Rahmen sind zwei Szenarien vorstellbar [150]. Einerseits könnte die Belastung der Bindungen
ähnlich eines Reißverschlusses erfolgen, so dass die Kraft jeweils nur auf die vordere Bindung
wirkt (s. Abb. 7.13 (a)). Die N-terminale Verankerung des Tau-Peptids (s. Kapitel 6.1) lässt
diese Art der Krafteinwirkung vermuten, wobei die Bindung um die Phosphorylierung an
Thr231 in diesem Fall zuerst belastet würde. Andererseits wäre auch eine parallele Belastung
denkbar. Dies bedeutet, dass, solange beide Bindungen intakt sind, jede Einzelbindung nur
dem halben Kraftbetrag ausgesetzt ist. Nach der Dissoziation einer Bindung wirkt dann un-
verzüglich die gesamte Kraft auf die verbleibende (s. Abb. 7.13 (b)). Im Fall von identischen
Einzelbindungen hat dieser Bindungsmodus die Addition der freien Aktivierungsenergien zur
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Folge [150]. Insofern deutet die Tatsache, dass sich ΔG des biphosphorylierten Peptids durch
die Summe der Werte der monophosphorylierten Peptide berechnen lässt, auf eine parallele
Belastung hin. Im Folgenden werden beide Szenarien für die vorliegenden Bindungen bei einer
exemplarischen Belastungsrate von ∼ 50 pN/s durchgerechnet.
Zuerst soll die theoretische Abrisskraftverteilung einer solchen Doppelbindung unter reiß-
verschlussähnlicher Belastung bestimmt werden. Die Krafterhöhung erfolgt dabei mit einer
konstanten Rate F˙ . Die Wechselwirkung, auf welche die Kraft zu Beginn wirkt, sei mit Bin-
dung 1 bezeichnet. Solange diese intakt ist, beﬁndet sich Bindung 2 in einem unbelasteten
Zustand. Ab dem Moment der Dissoziation von Bindung 1 bei einer Kraft F1 wirkt die-
se Belastung unverzüglich auf Bindung 2 und wird weiter mit F˙ erhöht, bis ein Abriss bei
Fab ≥ F1 stattﬁndet. Ist die Wahrscheinlichkeit der Dissoziation von Bindung 1 durch p1(F1)
und von Bindung 2 durch p2(F1, Fab) gegeben, so berechnet sich die Abrisskraftverteilung der
Doppelbindung pab(Fab) nach
pab(Fab) =
∑
F1≤Fab
[p1(F1)p2(F1, Fab)] =
∫ Fab
0
[p1(f1)p2(f1, Fab)] df1. (7.4)
Hier soll angenommen werden, dass aufgrund der wirkenden Kraft eine erneute Anbindung
nach einer Dissoziation nicht möglich ist. Die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Abrisskräfte
p(F ) einer einzelnen Bindung ist durch Gl. 3.15 gegeben. Daraus ergibt sich für den Abriss
von Bindung 1:
p1 (F1) =
1
F˙
k0oﬀ, 1 exp
[
F1xts, 1
kBT
]
exp
[
−
∫ F1
0
(
k0oﬀ, 1
F˙
exp
[
fxts, 1
kBT
])
df
]
(7.5)
mit der inversen Lebenszeit k0oﬀ, 1 = 1/τ0, 1 sowie der charakteristischen Länge xts, 1. Nach der
Integration folgt das (normierte) Ergebnis
p1 (F1) =
1
F˙
k0oﬀ, 1 exp
[
F1xts, 1
kBT
]
exp
[
−k
0
oﬀ, 1kBT
F˙xts, 1
(
exp
[
F1xts, 1
kBT
]
− 1
)]
. (7.6)
Die Wahrscheinlichkeitsverteilung für die Kraft Fab, bei der Bindung 2 (mit den charakteris-
tischen Parametern k0oﬀ, 2 = 1/τ0, 2 und xts, 2) reißt, ist ebenfalls durch Gl. 3.15 beschrieben.
Allerdings ist in diesem Fall zu beachten, dass die Belastung bei F = F1 beginnt. Daraus
ergeben sich veränderte Integrationsgrenzen, so dass folgt:
p2(F1, Fab) =
1
F˙
k0oﬀ, 2 exp
[
Fabxts, 2
kBT
]
exp
[
−
∫ Fab
F1
(
k0oﬀ, 2
F˙
exp
[
fxts, 2
kBT
])
df
]
=
1
F˙
k0oﬀ, 2 exp
[
Fabxts, 2
kBT
]
exp
[
−k
0
oﬀ, 2kBT
F˙xts, 2
(
exp
[
Fabxts, 2
kBT
]
− exp
[
F1xts, 2
kBT
])]
.
(7.7)
Auch diese Gleichung ist bereits normiert. Nach dem Einsetzen von p1(F1) und p2(F1, Fab)
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in Gl. 7.4 erhält man eine Beschreibung für die Abrisskraftverteilung der Doppelbindung in
Abhängigkeit der Charakteristika der Einzelbindungen. Diese ist allerdings nur numerisch
lösbar. Abb. 7.14 (a) stellt das Ergebnis für die Bindungsparameter τ0, 1 = 1, 55 s und xts, 1 =
0, 28 nm für Bindung 1 (Phosphorylierung an Thr231) und τ0, 2 = 0, 31 s und xts, 2 = 0, 4 nm
für Bindung 2 (Phosphorylierung an Ser235) bei einer mittleren Belastungsrate von 50 pN/s
dar. Der Vergleich mit der Abrisskraftverteilung des biphosphorylierten Peptids zeigt, dass
deren Mittelwert um etwa 20 pN größer ist. Insofern ist eine Beschreibung durch das Modell
einer Doppelbindung unter reißverschlussähnlicher Belastung nicht möglich.
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Abbildung 7.14: (a) Die theoretisch ermittelte Abrisskraftverteilung für eine Doppelbindung unter reiß-
verschlussähnlicher Belastung (orange schraﬃert) ist der experimentell ermittelten Ver-
teilung der Bindung des biphosphorylierten Tau-Peptids (schwarz) gegenübergestellt (bei
vergleichbaren Belastungsraten von∼ 50 bzw.∼ 56 pN/s). Der Doppelbindung liegen dabei
die Bindungsparameter der monophosphorylierten Peptide zugrunde, wobei angenommen
wird, dass die Wechselwirkung an Thr231 zuerst belastet wird. (b) Theoretisch ermittelte
Abrisskraftverteilung einer Doppelbindung unter paralleler Belastung (rot schraﬃert) bei
einer Belastungsrate von ∼ 50 pN/s. Wiederum sind die Einzelbindungen hierbei durch
die Parameter der Wechselwirkungen mit den an Thr231 bzw. an Ser235 phosphorylierten
Tau-Peptiden charakterisiert. Zum Vergleich ist das Abrisskrafthistogramm der Bindung
des biphosphorylierten Tau-Peptids (bei einer Belastungsrate von ∼ 56 pN/s) dargestellt
(schwarz).
Im Folgenden wird der Fall einer parallel auf beide Einzelbindungen wirkenden Kraft abge-
schätzt. Dabei ist unbekannt, ob die Wechselwirkung an Thr231 (Bindung 1) oder an Ser235
(Bindung 2) zuerst dissoziiert. Aus diesem Grund werden beide Fälle berücksichtigt, wobei
die resultierenden Wahrscheinlichkeitsverteilungen durch p12(Fab) bzw. p21(Fab) gegeben sind.
Deren Beitrag erhält durch die Funktionen a(Fab) und b(Fab) eine kraftabhängige Wichtung.
Diese schätzt das Verhältnis der Wahrscheinlichkeiten ab, mit der Bindung 1 (i = 1) oder
Bindung 2 (i = 2) zuerst gerissen sind und ist jeweils durch
∫ Fab/2
0 p
i(f)df gegeben. pi(F )
entspricht dabei der Abrisskraftverteilung einer Einzelbindung nach Gl. 3.15 für die jeweili-
gen Bindungsparameter. Für die Doppelbindung ergibt sich daraus folgende Verteilung der
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Abrisskraft Fab:
pab(Fab) =
1
2
(a(Fab)p12(Fab) + b(Fab)p21(Fab))
=
1
2
(
a(Fab)
∫ Fab
0
[
p11(f1)p
2
2(f1, Fab)
]
df1 + b(Fab)
∫ Fab
0
[
p21(f1)p
1
2(f1, Fab)
]
df1
)
(7.8)
F1 entspricht dabei der Gesamtkraft, bei der der erste Abriss erfolgt. Die Wahrscheinlichkeits-
verteilungen sind durch die hochgestellten Indizes „1“ bzw. „2“ den jeweiligen Einzelbindungen
zugeordnet. Die tiefgestellten Indizes geben die Form der Verteilung als erster oder zweiter
Abriss an. Die Abrisskraftverteilung des ersten Abrisses, p1(F1), ist analog zu Gl. 7.6 gegeben,
mit dem Unterschied, dass die Kraft auf der rechten Seite der Gleichung durch F1/2 ersetzt
wird, da aufgrund der parallelen Belastung nur die halbe Kraft wirkt. Die zweite Einzelbindung
erfährt bis zur Dissoziation der ersten ebenfalls nur die Hälfte der Gesamtkraft, ist danach
aber dem ganzen Kraftbetrag ausgesetzt. Daraus ergibt sich für deren Abrisskraftverteilung
p2(F1, Fab) =
1
F˙
k0oﬀ exp
[
Fab
β
]
exp
[
−
∫ F1
0
(
k0oﬀ
F˙
exp
[
f
2β
])
df −
∫ Fab
F1
(
k0oﬀ
F˙
exp
[
f
β
])
df
]
=
1
F˙
k0oﬀ exp
[
Fab
β
]
exp
[
−βk
0
oﬀ
F˙
((
exp
[
F1
2β
]
− 1
)
−
(
exp
[
Fab
β
]
− exp
[
F1
β
]))]
(7.9)
wobei gilt, dass β = kBT/xts. Die Integration zur Berechnung von p12(Fab) bzw. p21(Fab) nach
Gl. 7.8 erfolgt numerisch nach dem Einsetzen der oben genannten Bindungsparameter der
Einzelbindungen. Das Ergebnis für pab(Fab) nach entsprechender Normierung und Wichtung
ist in Abb. 7.14 dargestellt (für eine Belastungsrate von ∼ 50 pN/s). Der Vergleich mit dem
experimentell ermittelten Abrisskrafthistogramm des biphosphorylierten Peptids zeigt, dass
dieses zu höheren Kräften verschoben ist und nicht durch das Modell einer Doppelbindung
unter paralleler Belastung beschrieben werden kann.
Zusammenfassend ergibt sich, dass die Bindung des biphosphorylierten Tau-Peptids an
HPT-101 nicht durch eine Addition von zwei Einzelbindungen, die durch die Bindungspa-
rameter der monophosphorylierten Peptide charakterisiert sind, beschrieben werden kann.
Daraus folgt, dass Teilbereiche des Epitops nicht unabhängig voneinander zu betrachten sind.
Dies könnte darin begründet sein, dass die Phosphorylierungen die Peptidkonformation be-
einﬂussen (vgl. Kapitel 4.1.3) oder während der Bindung des biphosphorylierten Peptids eine
„induzierte Passung“ (vgl. Kapitel 7.2.5) stattﬁndet.
7.3.4 Aﬃnität von HPT-101
Die Assoziationskonstante einer Bindung, Ka, entspricht dem Verhältnis aus Assoziations-
und Dissoziationsrate (Ka = kon/koﬀ, vgl. Kapitel 3.1). In Kapitel 7.2.1 wurde die Annahme
begründet, dass zwischen Bindungshäuﬁgkeit hB und Assoziationsrate eine direkte Proportio-
nalität besteht. Die Dissoziationsrate koﬀ = 1/τ0 hingegen folgt direkt aus der dynamischen
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Abbildung 7.15: Relative Aﬃnitäten Krelativa von HPT-101 zu dem biphosphorylierten sowie dem an Thr231
bzw. Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid. Krelativa ist durch das Produkt aus Bin-
dungshäuﬁgkeit und Lebenszeit der unbelasteten Bindung τ0 gegeben und ist proportional
zur Assoziationskonstante des jeweiligen Komplexes. Die Fehlerbalken entsprechen der
Fortpﬂanzung der Messungenauigkeiten.
Kraftspektroskopie nach Auswertung der Abrisskraftverteilungen mit dem DHS-Modell. Da-
mit ist die relative Aﬃnität Krelativa gegeben durch:
Krelativa = hB · τ0 ∝ konτ0 =
kon
k0oﬀ
= Ka. (7.10)
Die relativen Aﬃnitäten des Antikörpers HPT-101 zu den verschiedenen Tau-Peptiden sind
in Abb. 7.15 dargestellt. Es zeigt sich, dass die Bindung an das biphosphorylierte Peptid
den größten Wert aufweist. Damit ist diese Aﬃnität etwa zehnfach größer als die zu dem an
Thr231 phosphorylierten Peptid. Die Aﬃnität zwischen HPT-101 und dem Tau-Peptid mit
einer Phosphorylierung an Ser235 unterscheidet sich sogar um zwei Größenordnungen von der
stärksten Bindung.
Die Wechselwirkung mit dem biphosphorylierten Tau-Peptid tritt auch mit der größten
Bindungshäuﬁgkeit auf. Aufgrund der geringen Unterschiede zu den anderen Peptiden lässt
dieser Wert jedoch keine Aussage über die Speziﬁtät von HPT-101 zu. Im Gegensatz dazu
zeigt sich bei den Lebenszeiten der verschiedenen Bindungen eine deutliche Abstufung, wobei
die langlebigste Bindung derjenigen an das biphosphorylierte Peptid entspricht. Durch die
Multiplikation (Gl. 7.10) verstärken sich diese Eﬀekte in der Berechnung von Krelativa . Deshalb
manifestiert sich die Speziﬁtät von HPT-101 für das biphosphorylierte Peptid am stärksten
in der Aﬃnität. Dies ist im Einklang mit dem eindeutigen Ergebnis des ELISA (vgl. Kapitel
4.1.3, Abb. 4.7) und unterstützt die Vermutung, dass die unspeziﬁschen Wechselwirkungen zu
schwach für eine Detektion mit der immunochemischen Methode sind.
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7.3.5 Zusammenfassung und Fazit
In diesem Kapitel wurden die Wechselwirkungen des monoklonalen Antikörpers HPT-101
mit dem bi- bzw. dem an Thr231 oder Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid untersucht.
Dabei zeigte sich, dass das biphosphorylierte Tau-Peptid die größte Bindungshäuﬁgkeit auf-
weist, gefolgt von dem an Thr231 monophosphorylierten Peptid. Bindungen mit dem nur an
Ser231 phosphorylierten Tau-Peptid treten am seltensten auf. Allerdings bestehen zwischen
den Wechselwirkungen nur geringe Unterschiede. Dies steht scheinbar im Widerspruch zu dem
Ergebnis der ELISA-Messung, die nur eine Speziﬁtät für das zweifach phosphorylierte Peptid
ergab (vgl. Kapitel 4.1.3, Abb. 4.7). Allerdings stellt die Bindungshäuﬁgkeit nur ein Maß für
die Assoziationsrate dar.
Die Untersuchung mit dynamischer Kraftspektroskopie hingegen zeigte deutliche Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Wechselwirkungen. Wie in Kapitel 7.2 erfolgte die Aus-
wertung der Messergebnisse anhand des DHS-Modells (vgl. Kapitel 3.4). Die Bindung des
biphosphorylierten Peptids weist die mit Abstand größte Lebenszeit τ0 auf. Zudem nehmen
auch die freie Aktivierungsenergie ΔG sowie der Median der Abrisskraft F deutlich größere
Werte an als bei den Wechselwirkungen mit den monophosphorylierten Peptiden. Entspre-
chend der Epitopkartierung (s. Tab. 4.2, Kapitel 4.1.3) liegt bei den letzteren nur jeweils ein
Teil der Bindungsstelle vor. Allerdings konnte die Hypothese, dass die stärkste und langle-
bigste Bindung durch Addition dieser schwächeren Bindungen beschrieben werden kann, nicht
bestätigt werden. Die Bindung an Teilbereiche des Epitops erwies sich als deutlich schwächer.
Daraus folgt, dass der Modus der speziﬁschen Bindung ein vollständiges Epitop voraussetzt.
Dies lässt eine Beeinﬂussung der Peptidkonformation durch die Phosphorylierungen (vgl. Ka-
pitel 4.1.3) oder eine „induzierte Passung“ (vgl. Kapitel 7.2.5) vermuten.
Die Aﬃnität der Bindungen ist proportional zum Produkt aus Bindungshäuﬁgkeit und τ0.
Mit einem Unterschied von einer bzw. zwei Größenordnungen im Vergleich zu den monophos-
phorylierten Peptiden manifestiert sich die Speziﬁtät von HPT-101 für das biphosphorylierte
Tau-Peptid hier am deutlichsten. Damit steht dieses Ergebnis im Einklang mit demjenigen
des ELISA. Dies ist bemerkenswert, da es sich dabei um methodisch verschiedene Herange-
hensweisen handelt. Die Untersuchung mittels optischer Pinzetten erfolgt dynamisch, wobei
sowohl Rezeptor als auch Ligand auf der Oberﬂäche von Kolloiden verankert sind. Im ELISA
hingegen wird die Aﬃnität in einem statischen Experiment quantiﬁziert, wobei die Antikörper
frei beweglich sind.
Von Schwesinger et al. [97] wurde beobachtet, dass die Aﬃnität verschiedener Komplexe
aus ähnlichen Molekülen häuﬁg mit der Lebenszeit (bzw. der inversen Dissoziationsrate) kor-
reliert, da diese hauptsächlich von Anzahl und Art aller Wechselwirkungen, die die Bindung
ausmachen, abhängt. Im Gegensatz dazu begründet sich die Assoziationsrate hauptsächlich
in der Diﬀusiongeschwindigkeit der Moleküle und kann bei kleinen, ähnlichen Molekülen als
vergleichbar angenommen werden (vgl. Kapitel 3.5). Dies kann nach den vorliegenden Ergeb-
nissen für die Wechselwirkung zwischen HPT-101 und verschiedenen Tau-Peptiden bestätigt
werden.
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7.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den
Wechselwirkungen von Antikörpern und Tau-Peptiden
Die Wechselwirkungen zwischen den Tau-Peptiden und den monoklonalen Antikörpern HPT-
104, HPT-110 sowie HPT-101 wurden auf der Ebene einzelner Bindungen untersucht. Ein
Teil der Ergebnisse wurde in Wagner et al. [238] veröﬀentlicht. Die Tau-Peptide liegen bi-
phosphoryliert sowie an Thr231 oder Ser235 monophosphoryliert vor. Aus Untersuchungen
mittels ELISA ist bekannt, dass HPT-104 die Peptide mit einer Phosphorylierung an Thr231
erkennt, während HPT-110 für an Ser235 phosphorylierte Tau-Peptide speziﬁsch ist. Für
eine Bindung an HPT-101 hingegen sind Phosphorylierungen an beiden Stellen notwendig
(s. Abb. 4.7, Kapitel 4.1.3).
Die Charakterisierung der einzelnen Wechselwirkungen erfolgte jeweils anhand der Bin-
dungshäuﬁgkeiten hB sowie durch dynamische Kraftspektroskopie. Die erste Methode gibt
Informationen über die Assoziationsrate. Allerdings soll noch einmal angemerkt werden, dass
das Ergebnis maßgeblich von den Assoziationsraten freier Moleküle in Lösung abweichen kann,
da die interagierenden Moleküle hier auf der Oberﬂäche von Kolloiden verankert sind und
durch deren Annäherung in Kontakt gebracht werden. Die Auswertung der Messergebnis-
se der dynamischen Kraftspektroskopie erfolgte anhand des DHS-Modells (vgl. Kapitel 3.4).
Dieses gibt mit den Parametern Lebenszeit der unbelasteten Bindung τ0, charakteristische
Länge xts und freie Aktivierungsenergie ΔG Aufschlüsse über die Energielandschaft der je-
weiligen Bindung. Der Vergleich mit einem in der Literatur häuﬁg verwendeten, auf dem
Bell-Evans-Modell (vgl. Kapitel 3.5) basierenden Verfahren ergab, dass beide Methoden für
die Auswertung der vorliegenden Messergebnisse anwendbar sind. Das DHS-Modell wurde ge-
wählt, da es eine Erweiterung des Bell-Evans-Modells darstellt [158] und bei der vorliegenden
Statistik eine genauere Bestimmung der Bindungsparameter ermöglicht.
Die Untersuchung der Bindungshäuﬁgkeiten zeigte, dass zwar alle Kombinationen aus An-
tikörpern und Tau-Peptiden wechselwirken, sich allerdings in ihrer Anzahl unterscheiden. In
dieser Arbeit wurden die Bindungen, die im ELISA nicht erkennbar sind, als unspeziﬁsche
Wechselwirkungen deﬁniert. Diese weisen für alle untersuchten Antikörper geringere Bindungs-
häuﬁgkeiten als die speziﬁschen Bindungen auf. Während hB jedoch für HPT-104 und HPT-
110 deutliche Unterschiede zwischen unspeziﬁschen und speziﬁschen Wechselwirkungen zeigt,
liegen die Abweichungen für HPT-101 im Bereich des Messfehlers. Aus der Literatur ist be-
kannt, dass sich die Assoziationsraten kleiner Moleküle häuﬁg kaum unterscheiden [97]. Die
größeren Abweichungen im Fall von HPT-104 und HPT-110 lassen vermuten, dass die Energie-
landschaften der unspeziﬁschen Wechselwirkungen andere Barrierenformen für die Ausbildung
des Komplexes aufweisen. Zudem können diese unspeziﬁschen Bindungen auch nicht anhand
des DHS-Modells für einzelne Bindungen beschrieben werden. Deshalb wird vermutet, dass es
sich dabei um Anlagerungen verschiedener Stellen der Oberﬂäche der Moleküle handelt, wobei
eine Beteiligung des vorhandenen Bereichs des Epitops nicht ausgeschlossen werden kann.
Aus dem Vergleich der Abrisskrafthistogramme der Bindungen an HPT-104 und HPT-110
folgt, dass die Kraftbereiche der unspeziﬁschen Wechselwirkungen in den Verteilungen der spe-
ziﬁschen Bindungen enthalten sind. Unter der Annahme einer Überlagerung nach dem Prinzip
114
7 Untersuchung der Wechselwirkung von Antikörpern und Tau-Peptiden
einer ausschließenden Disjunktion („exklusives Oder“) erlaubt die Kenntnis des Einﬂusses der
jeweiligen unspeziﬁschen Wechselwirkungen, diese durch Subtraktion von den speziﬁschen ab-
zugrenzen. Dadurch konnten die Bindungen, die auf den speziﬁschen Bindungsstellen basieren,
charakterisiert werden. Die vom Beitrag der unspeziﬁschen Wechselwirkungen bereinigten Ab-
risskrafthistogramme weisen eine schmalere Verteilung auf und ergeben größere Lebenszeiten.
Es ist anzunehmen, dass diese korrigierten Verteilungen den jeweiligen speziﬁschen Bindungen
zwischen Epitop und Antikörper entsprechen.
Im Unterschied dazu bestehen zwischen den speziﬁschen und den unspeziﬁschen Wech-
selwirkungen von HPT-101 nur geringe Unterschiede in den Bindungshäuﬁgkeiten. Vor allem
wird das an Thr231 phosphorylierte Peptid annähernd genauso oft erkannt wie das biphospho-
rylierte Tau-Peptid. Des Weiteren können alle Verteilungen mit dem DHS-Modell beschrieben
werden. Dies weist darauf hin, dass diese unspeziﬁschen Wechselwirkungen anderen Ursprungs
sind. Die Abrisskrafthistogramme zeigen zudem, dass die Kraftbereiche der Bindungen der
monophosphorylierten Tau-Peptide nicht in den Verteilungen des biphosphorylierten Peptids
enthalten sind. Insofern ist eine Überlagerung nach dem Prinzip einer ausschließenden Dis-
junktion nicht möglich. In den Ergebnissen der dynamischen Kraftspektroskopie zeigt sich je-
doch, dass die speziﬁsche Bindung zwischen HPT-101 und dem biphosphorylierten Tau-Peptid
eine mehrfach größere Lebenszeit aufweist. Zudem nehmen auch die freie Aktivierungsenergie
ΔG sowie die mittlere Abrisskraft F deutlich größere Werte an als bei den Wechselwirkungen
mit den monophosphorylierten Peptiden.
Die Aﬃnität der Bindungen ist proportional zum Produkt aus Bindungshäuﬁgkeit hB und
τ0. Es zeigte sich, dass sich die Speziﬁtät von HPT-101 für das biphosphorylierte Tau-Peptid
mit einem Unterschied von einer bzw. zwei Größenordnungen im Vergleich zu den monophos-
phorylierten Peptiden am deutlichsten in dieser Größe manifestiert. Dies steht im Einklang
mit dem Ergebnis des ELISA (s. Abb. 4.7, Kapitel 4.1.3). Dabei ist zu beachten, dass die
Untersuchung mittels optischer Pinzetten dynamisch erfolgt, wobei sowohl Rezeptor als auch
Ligand auf der Oberﬂäche von Kolloiden verankert sind. Im ELISA hingegen wird die Spezi-
ﬁtät in einem statischen Experiment quantiﬁziert, in dem die Antikörper frei beweglich sind.
Die Tatsache, dass die monophosphorylierten Peptide jeweils komplementäre Teilbereiche
des Epitops des biphosphorylierten Peptids beinhalten, gab Anlass zu der Hypothese, dass sich
diese Wechselwirkungen zur stärkeren Bindung an das biphosphorylierte Peptid aufaddieren.
Allerdings konnte diese Annahme nicht bestätigt werden, da die speziﬁsche Bindung bei im
Mittel deutlich höheren Kräften dissoziiert. Wie im vorhergehenden Kapitel (Kapitel 7.3.5)
erörtert, lässt sich daraus schlussfolgern, dass die Bindungsstelle am Antikörper nur für das
vollständige Epitop zugänglich ist.
Die ermittelten Lebenszeiten der speziﬁschen Bindungen von HPT-104 und HPT-110 nach
Abzug der unspeziﬁschen Wechselwirkungen sowie von HPT-101 liegen zwischen (2, 26 ±
0, 24) s (HPT-104 und an Thr321 monophosphoryliertes Peptid) und (12, 7 ± 0, 8) s (HPT-
101 und biphosphoryliertes Peptid). Wie in Kapitel 7.2.2 erörtert, handelt es sich dabei um
typische Werte für Rezeptor/Ligand-Systeme. Für die unspeziﬁschen Wechselwirkungen er-
gibt sich, dass τ0 zwischen (0, 31 ± 0, 23) s und (1, 55 ± 0, 10) s liegt, wobei diese Werte nur
für HPT-101 ermittelt werden konnten. Dabei fällt auf, dass zwischen diesen Intervallen kein
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großer Unterschied besteht. Dies zeigt, dass anhand der Lebenszeiten der Bindungen keine
generelle Abgrenzung zwischen speziﬁschen und unspeziﬁschen Wechselwirkungen vorgenom-
men werden kann. Eine solche ist nur in Bezug auf jeweils einen Rezeptor möglich. Betrachtet
man beispielsweise nur die Bindungen an HPT-101, so zeigen sich deutliche Unterschiede in
den Lebenszeiten der verschiedenen Tau-Peptide. Diese Fähigkeit eines Rezeptors, zwischen
verschiedenen Liganden zu diﬀerenzieren, entspricht dem Konzept der Speziﬁtät (vgl. Kapitel
3.1), das von großer Bedeutung sowohl für biologische Prozesse als auch für diagnostische
Anwendungen ist.
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8.1 Experimentelles
8.1.1 Experimentelle Konﬁguration
Abbildung 8.1: Schematische Darstellung der Kondensation von DNA unter konstanter Kraft F . Ein einzel-
nes DNA-Molekül wird zwischen zwei Mikropartikeln immobilisiert, von denen sich einer an
der Spitze einer Mikropipette beﬁndet. Das andere Kolloid wird mit der optischen Pinzette
gehalten, wobei die anliegende Kraft mithilfe eines Regelkreises konstant gehalten wird. Das
Einspülen der Proteinlösung erfolgt mit einer Spritzenpumpe. Führt die Wechselwirkung
zwischen dem Protein und der DNA zu einer Veränderung des Ende-zu-Ende-Abstandes
um ΔL, resultiert dies direkt in einer detektierbaren Verschiebung des Kolloids an der Mi-
kropipette um denselben Betrag.
Das Vorgehen bei den Untersuchungen der Wechselwirkung von Proteinen mit doppelsträn-
giger DNA basiert auf den Beschreibungen aus der Doktorarbeit von M. Salomo [208] sowie
aus der Diplomarbeit von C. Wagner [210]. Ein einzelner DNA-Strang wird zwischen zwei
Kolloiden aufgespannt. Die Anbindung erfolgt dabei durch die speziﬁschen Bindungen zwi-
schen Biotin und Streptavidin bzw. zwischen Digoxigenin und anti-Digoxigenin (s. Kapitel
6.2). Im ersten Schritt wird ein anti-Digoxigenin-beschichteter Mikropartikel (Durchmesser:
2μm, vgl. Kapitel 6.3) mit der optischen Pinzette gefangen und direkt vor der Spitze der
Mikropipette positioniert. Dort bleibt dieser aufgrund von Kapillarkräften und künstlich er-
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zeugtem Unterdruck (s. Kapitel 5.2) haften. Danach wird ein Kolloid, an dessen Oberﬂä-
che DNA immobilisiert ist, mithilfe der optischen Falle in x-Richtung neben demjenigen an
der Mikropipette so positioniert, dass ein optisch erkennbarer Abstand verbleibt. Nach einer
Wartezeit von einigen Sekunden wird dieser Abstand mithilfe des Piezotisches vergrößert.
Die beidseitige Anbindung ist etabliert, wenn der optisch gefangene Partikel dieser Bewegung
folgt (s. Abb. 8.1, oben). Diese Prozedur wurde gleichermaßen für einfach sowie mehrfach
Digoxigenin-markierte DNA (s. Kapitel 6.2) durchgeführt.
Die Experimente zur Untersuchung des Einﬂusses von TmHU auf DNA wurden haupt-
sächlich mit einfach Digoxigenin-markierter DNA der Länge von 4000 bp (vgl. Kapitel 6.2)
durchgeführt. Während es sich bei der Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin
mit einer mittleren Lebenszeit τ0 von 115 h [148] um eine sehr starke Bindung handelt, be-
steht eine Bindung zwischen Digoxigenin und anti-Digoxigenin im unbelasteten Zustand nur
für τ0 ∼ 66 s [95]. Wie in Gl. 3.11 (vgl. Kapitel 3.3) gegeben, verringern sich diese Werte
durch den Einﬂuss einer Kraft F exponentiell. Aus diesem Grund ist ein Experiment durch
die Lebenszeit der Digoxigenin-Bindung stark beschränkt, was bei langsamen Reaktionen ein
Problem darstellt. Deshalb wurde die Herstellung der DNA so modiﬁziert, dass eine große An-
zahl N an Digoxigenin-Molekülen eingebaut wird (vgl. Kapitel 6.2). In diesem Fall handelt es
sich um eine reißverschlussähnliche Addition N identischer Einzelbindungen (s. Kapitel 7.3.3)
[150]. Nach E. Evans [150] ist die mittlere Zeit bis zu deren vollständiger Dissoziation durch
τN (F ) = Nτ(F ) = Nτ0 exp
−Fxts
kBT (8.1)
gegeben. Es lässt sich abschätzen, dass jeder DNA-Strang bei einer Präparation nach dem in
Anhang A.1 gegebenen Protokoll etwa 40 Digoxigenin-Markierungen enthält. Unter Annah-
me einer vollständigen Anbindung (N = 40) ergibt sich demnach eine deutlich verlängerte
Lebenszeit im unbelasteten Zustand von Nτ0 ∼= 45min. In den im Folgenden beschriebe-
nen Experimenten kam mehrfach Digoxigenin-markierte DNA der Länge von 4000 bp sowie
5000 bp zum Einsatz (vgl. Kapitel 6.2).
Während des Einspülens der Proteinlösung wird die auf die DNA ausgeübte Kraft automa-
tisch konstant auf einem voreingestellten Level (mit ±0, 4 pN) gehalten (vgl. Kapitel 5.5.2).
Es stellte sich heraus, dass für eine stabile Kraftregulierung ein minimaler Wert von 2 pN nö-
tig ist. Dies ist darin begründet, dass die Kraft-Abstandskurve einer DNA entsprechend des
Modells einer wurmartigen Kette einen steilen Anstieg für Kräfte, die größer als 1–2 pN sind,
aufweist (vgl. Gl. 4.3, Kapitel 4.2.1). Dies bedeutet, dass eine Beeinﬂussung der Länge, bei-
spielsweise durch die Anbindung von Proteinen, eine deutliche Änderung der Kraft zur Folge
hat. Da letztere durch die automatische Kraftregulierung ausgeglichen wird, resultiert eine
Änderung des Ende-zu-Ende-Abstandes um ΔL direkt in einer detektierbaren Verschiebung
des Kolloids an der Mikropipette um diesen Betrag (s. Abb. 8.1).
Das Einspülen der jeweiligen Proteinlösung erfolgt mithilfe einer Spritzenpumpe mit einer
Rate von 5μL/s. Die Messung wird im kontinuierlichen Fluss durchgeführt. Dies stellt sicher,
dass eine Reaktion nicht durch unspeziﬁsche Adhäsion der Proteine an der Probenkammer
verhindert wird. Es zeigte sich, dass der Einﬂuss der Strömung vernachlässigbar ist.
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Abbildung 8.2: Kraft-Abstandskurve von doppelsträngiger DNA der Länge von 5000 bp mit mehrfacher
Digoxigenin-Modifzierung in Phosphatpuﬀer mit 20mmol/L NaCl. Die Anpassung des
Modells einer wurmartigen Kette (Gl. 4.3, s. Kapitel 4.2.1) ergibt eine Konturlänge von
LC = 1816 nm und eine Persistenzlänge von LP = 48 nm.
Die Kraft-Abstandskurve gibt Aufschluss über die elastischen Eigenschaften der DNA bzw.
des DNA/Protein-Komplexes. Abb. 8.2 zeigt das Ergebnis für mehrfach Digoxigenin-markierte
DNA der Länge von 5000 bp in Phosphatpuﬀer (s. Kapitel 6.3.2), die mit einer Geschwindigkeit
von 500 nm/s gestreckt wurde. Die Bestimmung der Kontur- (LC) und Persistenzlänge (LP )
erfolgt durch Anpassung des Modells einer wurmartigen Kette (Gl. 4.3, s. Kapitel 4.2.1) und
ergibt Werte von LC = (1816±50) nm und LP = (48±5) nm. Damit ist die gemessene Persis-
tenzlänge größer als der theoretisch aus der Anzahl an Basenpaaren ermittelte Wert von etwa
1700 nm. In verschiedenen Messungen zeigte sich, dass das Ergebnis für LC zwischen 1400 nm
und 1850 nm variiert. Neben synthesebedingten Gründen ist denkbar, dass diese Diskrepanz
durch individuelle Abweichungen des Durchmessers einzelner Kolloide von der Herstelleran-
gabe zustandekommt. Dieser Wert geht direkt in die Berechnung des Oberﬂächenabstandes
ein (vgl. Kapitel 5.5.3). Zudem ist auch möglich, dass die Anbindung des DNA-Moleküls nicht
bei beiden Kolloiden auf gleicher Höhe erfolgt. Dies hätte ebenfalls eine Beeinﬂussung der in
x-Richtung detektierten Länge zur Folge [135, 208]. Nach Literaturangaben ist für die ver-
wendeten Puﬀerbedingungen eine Persistenzlänge von (46± 5) nm zu erwarten [56]. Der hier
ermittelte Wert ist in guter Übereinstimmung mit dieser Angabe. Anhand dieses Kriteriums
kann überprüft werden, ob ein einzelner, intakter DNA-Strang aufgespannt wurde [74]. Aus
diesem Grund wurde dieser Test vor jeder Messung durchgeführt.
8.1.2 Bestimmung der Beladungsdichte
Die Beladungsdichte der DNA-beschichteten Kolloide kann über die während der Präparation
(Protokoll s. Kapitel 6.3.4) zugegebene Menge an DNA variiert werden. Diese wurde empirisch
so optimiert, dass in den meisten Fällen einzelne DNA-Moleküle aufgespannt werden. Die
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maximal mögliche Anzahl an DNA-Molekülen pro Kolloid Nmax ist durch das Verhältnis aus
zugegebener DNA NDNA und Kolloidzahl NKolloid gegeben. Für die im Protokoll in Kapitel
6.3.4 beschriebenen Mengen, die optimale Bindungseigenschaften ermöglichen, ergibt sich ein
Wert von Nmax ≈ 160. Allerdings muss davon ausgegangen werden, dass keine vollständige
Anbindung erfolgt. Die Bestimmung der tatsächlichen Anzahl an DNA-Molekülen pro Kolloid
NDNA/Kolloid erfolgte aus diesem Grund experimentell.
Dafür wird die Präparation nach dem Protokoll aus Kapitel 6.3.4 durchgeführt. Nach der In-
kubation der Streptavidin-beschichteten Kolloide mit DNA wird die Probe für 20 s bei 3500 x g
zentrifugiert. Dadurch erreicht man die Sedimentation der Kolloide, während ungebundene
DNA im Überstand verbleibt. Im Anschluss erfolgt die Quantiﬁzierung dieser ungebunde-
nen DNA mithilfe des NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo scientiﬁc, Wilmington,
USA). Dabei handelt es sich um ein spezielles UV/VIS-Spektrometer, das die Untersuchung
kleiner Volumina (∼ 1μL) ermöglicht. Die Bestimmung der Konzentration der DNA basiert
dabei auf der Tatsache, dass Nukleinsäuren ultraviolettes Licht einer Wellenlänge von 260 nm
absorbieren [241]. Der Vergleich mit NDNA erlaubt dann Rückschlüsse auf die absolute An-
zahl der gebundenen DNA-Moleküle und somit auch auf NDNA/Kolloid. Allerdings liegt die
Konzentration für die in Kapitel 6.3.4 verwendeten Mengen unterhalb der Auﬂösungsgrenze
des Nanodrop. Um die Anzahl der DNA-Moleküle pro Kolloid dennoch abzuschätzen, wurde
die Messung für höhere DNA-Konzentrationen durchgeführt. Das Protokoll dieser Messung
beﬁndet sich in Anhang A.2.
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Abbildung 8.3: Experimentell ermittelte Anzahl an DNA-Molekülen pro Kolloid (Durchmesser: 2μm)
NDNA/Kolloid in Abhängigkeit von der maximal möglichen Anzahl Nmax, die einer voll-
ständigen Anbindung entspricht. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei unab-
hängigen Messreihen dar, wobei die Fehlerbalken die maximale Abweichung angeben. Bis
zu NDNA/Kolloid ≈ 3000 besteht dabei ein linearer Zusammenhang mit einem Anstieg von
etwa 0, 5 (orange Linie), was bedeutet, dass 50% der zugegebenen DNA-Moleküle gebunden
werden. Danach ist eine Sättigung erkennbar.
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Abb. 8.3 zeigt das Ergebnis in Abhängigkeit von Nmax. Es zeigt sich, dass für Beladungs-
dichten bis zu NDNA/Kolloid ≈ 3000 ein linearer Zusammenhang mit einem Anstieg von etwa
0, 5 besteht und danach eine Sättigung eintritt. Letztere resultiert vermutlich daraus, dass aus
sterischen Gründen keine weiteren DNA-Moleküle mehr anbinden können. Der lineare Anstieg
ermöglich eine Extrapolation der Anzahl an DNA-Strängen pro Kolloid für Nmax ∼= 160, wobei
sich ergibt, dass NDNA/Kolloid ∼= 80.
8.2 Wechselwirkung von TmHU mit DNA
8.2.1 Kondensation der DNA unter konstanter Kraft
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Abbildung 8.4: Kondensation von DNA durch TmHU bei einer Konzentration von 100μg/mL unter kon-
stanter Kraft von 2 pN. Der zeitliche Verlauf der relativen Änderung des Ende-zu-Ende-
Abstands ΔL/LC ist für drei unabhängige Messungen dargestellt (blau, rot, grün). Die
orangen Vierecke entsprechen dem Kontrollexperiment, wobei nur Puﬀerlösung eingespült
wurde. Der Zeitpunkt t = 0 wurde bei 10 s vor Reaktionsstart deﬁniert. Während der Ver-
kürzungsreaktion sind zwei Phasen zu unterscheiden: Der Prozess beginnt linear mit einer
Rate von (70 ± 30) nm/s bis zu einer Verkürzung von (0.58 ± 0, 05)LC und setzt sich im
Anschluss (für t > 20 s) mit einer geringeren Rate von etwa 15 nm/s fort. (Die Abb. basiert
teilweise auf Messergebnissen aus der Diplomarbeit von C. Wagner [210].)
Die Untersuchung der Kondensation von DNA durch TmHU unter konstanter Kraft wurde
in der Diplomarbeit von C. Wagner [210] begonnen, in der vorliegenden Arbeit fortgeführt und
in Wagner et al. [216] veröﬀentlicht. Die hier beschriebenen Messungen wurden in Phosphat-
puﬀer pH7,0 (s. Kapitel 6.3.2) durchgeführt. Um den Einﬂuss von TmHU auf doppelsträngige
DNA zu untersuchen, wurde ein DNA-Strang, wie in Kapitel 8.1.1 beschrieben, aufgespannt.
Danach erfolgte die Bestimmung von dessen Konturlänge LC und Persistenzlänge LP an-
hand der Kraft-Abstandskurve (s. Kapitel 8.1.1). Während des Einspülens der Proteinlösung
mit einer Konzentration von 100μg/mL lag eine konstante Kraft von 2 pN an. Um sicher-
zustellen, dass die beobachteten Eﬀekte auf den Einﬂuss von TmHU zurückzuführen sind,
wurde ein Kontrollexperiment durchgeführt, wobei unter ansonsten identischen Bedingungen
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Puﬀer- statt Proteinlösung eingespült wurde. Wie in Abb. 8.4 (orange) erkennbar, ﬁndet in
diesem Fall keine Längenänderung statt. Abb. 8.4 stellt zudem drei typische Ergebnisse des
zeitlichen Verlaufs der Kondensation von DNA durch TmHU dar (blau, rot, grün), wobei
jeweils unabhängige Messungen zugrunde liegen. Die Änderung des Ende-zu-Ende-Abstands
der DNA wird immer auf den jweiligen Wert von LC (Bestimmung s. Kapitel 8.1.1) bezogen.
Der Prozess beginnt nach einigen Sekunden. Da diese Verzögerung aufgrund des Designs der
Messzelle (s. Kapitel 5.2) Schwankungen unterliegt, wurde der Zeitpunkt t = 0 bei etwa 10 s
vor Reaktionsstart deﬁniert. Aufgrund der Reaktionsgeschwindigkeit kann die Verkürzung in
zwei Teilbereiche untergliedert werden. Bis zu einer Verkürzung von (0.58 ± 0, 05)LC geht
der Prozess mit einer annähernd konstanten Geschwindigkeit von (70± 30) nm/s vonstatten.
Danach (für t > 20 s) folgt eine weitere, diskontinuierliche Verkürzung mit einer Rate von et-
wa 15 nm/s. Die Gesamtverkürzung des Ende-zu-Ende-Abstandes der DNA durch TmHU (bei
einer Proteinkonzentration von 100μg/mL) bei einer Kraft von 2 pN beträgt (0, 71±0, 06)LC .
Diese Ergebnisse zeigen im Einklang mit Literaturangaben [74, 75, 122, 127, 128, 208,
210], dass eine ausgeprägte Wechselwirkung von TmHU mit doppelsträngiger DNA vorliegt.
Entsprechend der mutmaßlichen Funktion von TmHU in der Organisation genomischer DNA
(vgl. Kapitel 4.2.1) hat die Komplexbildung eine Verkürzung des Ende-zu-Ende-Abstandes der
DNA zur Folge. Der Verlauf der Kondensation in zwei Prozessen weist darauf hin, dass sich die
endgültige Struktur des TmHU/DNA-Komplexes aus mindestens zwei Ebenen struktureller
Organisation zusammensetzt. Vermutlich kommt es nach der primären Anlagerung einzelner
Proteine (wie in Abb. 8.9 dargestellt) zur Ausbildung einer Überstruktur. Die Existenz einer
solchen wurde bereits von Salomo et al. [74] vermutet. Bezüglich höherer Ebenen struktureller
Organisation existieren bislang weder für HU-Proteine im Allgemeinen noch für TmHU im
Speziellen konkrete Modellvorstellungen. Für das HU-Protein aus E. coli wird diesbezüglich
angenommen, dass der HU/DNA-Komplex nicht gleichbleibend, sondern von dynamischer
Natur ist [242]. Die Homologie zwischen diesem Protein und TmHU legt die Vermutung nahe,
dass TmHU ein ähnliches Verhalten aufweist. Dementsprechend könnte eine solche dynamische
Überstruktur im Zusammenhang mit der diskontinuierlichen, langsamen zweiten Phase der
Kondensation stehen.
8.2.2 Die Kondensation von DNA bei verschiedenen Proteinkonzentrationen
Im nächsten Schritt wurde der Einﬂuss der TmHU-Konzentration von 10μg/mL bis 250μg/mL
auf die Kondensation der DNA unter einer konstanten Kraft von 2 pN untersucht. Abb. 8.5
zeigt repräsentative Reaktionsverläufe sowie die maximale Längenreduktion ΔLmax/LC , und
die mittlere Kondensationsrate bis zu einer Verkürzung von 0,3LC , die mit v30 bezeichnet
wird. Die Verkürzung um 0,3LC wird für alle untersuchten Konzentrationen außer 10μg/mL
erreicht und wurde insofern als Vergleichsgrundlage für die Reaktionsraten gewählt, da die Un-
terscheidung in zwei Teilbereiche nicht für alle Konzentrationen möglich ist. Die Datenpunkte
in Abb. 8.5 entsprechen jeweils dem Median aus mindestens drei unabhängigen Messungen.
Die TmHU-Konzentration beeinﬂusst sowohl die Reaktionsrate als auch die maximale Ver-
kürzung. Bei 100μg/mL bzw. 250μg/mL verläuft die Kondensation bis zu einer maximalen
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Abbildung 8.5: (a) Konzentrationsabhängigkeit der Kondensation von DNA durch TmHU bei einer konstan-
ten Kraft von 2 pN. Mit sinkender Proteinkonzentration verläuft der Prozess langsamer und
mit Unterbrechungen. Bei einer Konzentration von 10μg/mL ist auf der Zeitskala des Expe-
riments keine Längenänderung zu beobachten. (b) Maximale Längenreduktion, ΔLmax/LC ,
und mittlere Kondensationsrate bis zu einer Verkürzung von 0,3LC , die mit v30 bezeich-
net wird, in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration. Dabei stellt jeder Datenpunkt den
Median aus mindestens 3 unabhängigen Messungen dar. Die Fehlerbalken sind durch den
Standardfehler des Medians (vgl. Kapitel 7.2.1) gegeben. Da bei 10μg/mL keine Verkür-
zung festgestellt wird, ist eine Bestimmung von v30 nach obiger Deﬁnition nicht möglich.
Hier wurde der gesamte Reaktionsverlauf betrachtet, woraus sich v = 0, 5±0, 5 nm/s ergibt.
Sowohl der Betrag von ΔLmax/LC als auch von v30 vergrößert sich mit zunehmender Kon-
zentration, wobei bei 100μg/mL eine Sättigung erreicht wird. (Die Abb. basiert teilweise
auf Messergebnissen aus der Diplomarbeit von C. Wagner [210].)
Verkürzung um etwa 0.7LC , wobei die Rate v30 = (64±25) nm/s beträgt. Da zwischen diesen
Konzentrationen keine Unterschiede erkennbar sind, scheint hier eine Sättigung erreicht zu
sein. Bei niedrigeren Proteinkonzentrationen verläuft die Reaktion deutlich langsamer und
weist Unterbrechungen im Verkürzungsprozess auf. Zudem ist eine Unterscheidung der zwei
Phasen nicht mehr möglich. Vermutlich hängen die primäre Anbindung und die Ausbildung
der Überstruktur von der Proteinkonzentration ab. Bei 10μg/mL konnte auf einer Zeitskala
von mehreren Minuten keine Kondensation beobachtet werden, obwohl kontinuierlich Pro-
teinlösung eingespült wurde. Es besteht die Möglichkeit, dass die Kraft von 2 pN bei dieser
Konzentration bereits ausreicht, um detektierbare Anbindungen zu unterbinden. Die Existenz
einer Schwellkonzentration wurde auch von Salomo et al. [74] beobachtet und könnte einen
Hinweis auf einen kooperativen Bindungsmodus darstellen (vgl. Kapitel 4.2.2).
Auch die Untersuchung von TmHU/DNA-Komplexen mittels Rasterkraftmikroskopie, die
von Hergen Brutzer (zum Zeitpunkt des Erstellens dieser Arbeit: Arbeitsgruppe DNA Moto-
ren, Biotechnologisches Zentrum, TU Dresden) durchgeführt wurde, ergibt eine Abhängigkeit
von der Proteinkonzentration [216]. Abb. 8.6 vergleicht die Abbildungen reiner DNA (Län-
ge: 250 bp) mit denen des TmHU/DNA-Komplexes bei Konzentrationen von 20μg/mL bzw.
100μg/mL. Experimentelle Details dieser Untersuchung sind in H. Brutzer [243] sowie in
Wagner et al. [216] zu ﬁnden. Die reine DNA mit einem Ende-zu-Ende-Abstand von etwa
70 nm weist eine ausgedehnte Form mit einer Höhe von etwa 0,5 nm auf. Bei einer TmHU-
Konzentration von 20μg/mL beträgt die Höhe des Komplexes etwa 2 nm. Trotz der Reduktion
des Ende-zu-Ende-Abstands auf im Mittel 42 nm, zeigt der TmHU/DNA-Komplex eine aus-
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Abbildung 8.6: Rasterkraftmikroskop-Abbildungen der Kondensation von DNA der Länge von 250 bp bei
TmHU-Konzentrationen von 0μg/mL, 20μg/mL und 100μg/mL. Die hier dargestellten Er-
gebnisse sind repräsentativ für die jeweils untersuchten 30–100 Komplexe. Die Einfügungen
zeigen jeweils eine vergrößerte Darstellung sowie das Höhenproﬁl entlang der blauen Linie.
Links: Rasterkraftmikroskopische Abbildung doppelsträngiger DNA der Länge von 250 bp.
Die DNA weist eine ausgedehnte Form mit einem Ende-zu-Ende-Abstand von etwa 70 nm
auf. Das Höhenproﬁl zeigt einen Wert von etwa 0,5 nm. Mitte: Bei 20μg/mL weisen die
TmHU/DNA-Komplexe eine ausgedehnte Form mit einem Ende-zu-Ende-Abstand von im
Mittel 42 nm und einer Höhe von etwa 2 nm auf. Rechts: Die Struktur des Komplexes bei
100μg/mL ist hochkondensiert und hat eine globuläre Form mit einem Durchmesser von
etwa 38 nm und einer Höhe von etwa 3 nm [216]. (Die Abb. wurde in Wagner et al. [216]
veröﬀentlicht. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags.)
gedehnte Form. Im Gegensatz dazu ist bei einer Proteinkonzentration von 100μg/mL eine
globuläre Form der Höhe von etwa 3 nm mit einem Durchmesser von 38 nm zu beobachten
[216].
Diese starke Kondensation ist ein weiterer Hinweis für die Existenz einer höheren Ebene
struktureller Organisation bei hohen Proteinkonzentrationen über 50μg/mL. Die Tatsache,
dass bei 20μg/mL ausgedehnte Filamente auftreten, deutet darauf hin, dass die Überstruktur
eine Abhängigkeit von der Proteinkonzentration aufweist [216]. Damit gibt es eine qualitative
Übereinstimmung dieser Ergebnisse mit denen der oben beschriebenen Messung mit der op-
tischen Pinzette, obwohl das System in diesem Fall auf zwei Dimensionen beschränkt ist und
deutlich kürzere DNA genutzt wurde. Diese Konzentrationsabhängigkeit der Überstruktur
ist konsistent mit der Beobachtung von Salomo et al., wonach große Sprünge beim Strecken
eines TmHU/DNA-Komplexes, die auf die Auﬂösung einer kompakten Struktur hindeuten,
nur nach einer Inkubation mit einer hohen Proteinkonzentration von mindestens 100μg/mL
auftreten [74].
8.2.3 Kraftabhängigkeit der Anbindung von TmHU an DNA
Der Einsatz der automatischen Kraftregulierung ermöglicht die Untersuchung des Einﬂusses
verschiedener Kräfte auf die Kondensationsreaktion. Um eine Vergleichbarkeit zu gewährleis-
ten, wurden diese bei derselben Konzentration von 100μg/mL durchgeführt. Abb. 8.7 (a) zeigt
den Verlauf des Prozesses bei Kräften zwischen 2 pN und 40 pN. Die maximale Längenände-
rung ΔLmax/LC verringert sich mit zunehmender Kraft von ∼ 0, 71LC (2 pN) auf ∼ 0, 04LC
(40 pN) (s. Abb. 8.7). Bei den dargestellten Daten handelt es sich jeweils um Median und
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Abbildung 8.7: (a) Der zeitliche Verlauf der relativen Änderung des Ende-zu-Ende-Abstands der DNA
ΔL/LC durch TmHU ist bei verschiedenen Kräften dargestellt. Ab einer Kraft von 10 pN
ist die zweite, langsame Phase der Kondensation nicht mehr zu beobachten. (b) Maximale
Längenreduktion, ΔLmax/LC in Abhängigkeit von der anliegenden Kraft. Dabei stellt jeder
Datenpunkt den Median aus mindestens 3 unabhängigen Messungen dar. Die Fehlerbalken
sind durch den Standardfehler des Medians (vgl. Kapitel 7.2.1) gegeben. Mit zunehmender
Kraft verringert sich die Verkürzung deutlich, bis bei 40 pN kaum noch eine Kondensation
auftritt. Die Kräfte zwischen 15 pN und 25 pN stellen eine Ausnahme dar, da sich jeweils
im Rahmen des Messfehlers gleiche Werte ergeben. (Die Abb. basiert teilweise auf Messer-
gebnissen aus der Diplomarbeit von C. Wagner [210].)
Standardfehler des Medians (vgl. Kapitel 7.2.1) von mindestens drei unabhängigen Messun-
gen pro Kraft. Zudem hängt auch der Verlauf der Kondensationsreaktion von der anliegenden
Kraft ab. Im Gegensatz zum Prozess bei 2 pN ist die zweite, langsame Verkürzungsphase bei
Kräften über 10 pN nicht mehr zu beobachten. Dieses Ergebnis gibt Anlass zu der Vermu-
tung, dass die bei F < 10 pN sowie in rasterkraftmikroskopischen Abbildungen erkennbare
Ausbildung einer Überstruktur durch die Wirkung größerer Kräfte unterbunden wird.
Nach den Ergebnissen der Messungen ohne automatische Kraftregulierung, wobei ein Ab-
bruch der Reaktion bei 25–30 pN zu beobachten war (vgl. Kapitel 4.2.2) [75, 208], ist es
erstaunlich, dass unter dem Einﬂuss einer konstanten Kraft auch bei 40 pN noch eine Ver-
kürzung stattﬁndet. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass sich die jeweiligen Prozesse der
Proteinanbindung mit und ohne automatische Kraftregulierung unterscheiden. Beispielswei-
se ist die DNA im Fall ansteigender Kraft bereits mit TmHU-Proteinen bedeckt, wenn die
kritische Kraft von ∼ 30 pN erreicht wird.
Durch Strecken des TmHU/DNA-Komplexes wird die Dissoziation einzelner Proteine oder
Proteinkomplexe erzwungen (vgl. Kapitel 4.2.2) [74, 75, 208]. Mithilfe von SMD (Steered Mo-
lecular Dynamics)-Simulationen ist es möglich, Aufschlüsse über die komplexe Dynamik eines
solchen Abrisses auf molekularer Ebene zu erhalten [216]. Hier sollen die Ergebnisse dieser
SMD-Simulation von Dr. Carsten Olbrich (Arbeitsgruppe Computational Physics and Bio-
physics, Jacobs-Universität Bremen) kurz aufgeführt werden. Eine detailierte Beschreibung
ﬁndet sich in Wagner et al. [216]. Wie in Abb. 8.8 (A) dargestellt, wurden in entgegengesetzte
Richtungen zeigende Kräfte an die Enden des DNA-Stranges, der das TmHU-Protein umgibt,
angelegt. Die Simulation wurde mit konstanter Ziehgeschwindigkeit von 0,5 m/s durchgeführt.
Die DNA hat eine gebogene Konformation und ist an den helikalen Kern des Proteins gebun-
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Abbildung 8.8: Kraft-Abstandskurve der SMD-simulierten Streckung des TmHU/DNA-Komplexes. Die
35 bp lange DNA wird mit einer Geschwindigkeit von 0,5m/s mit einer Kraftkonstante von
70 pN/nm gestreckt. Die Momentaufnahmen A-D zeigen den Abriss von Bindungen zwischen
DNA und Protein. Die zugehörigen Bereiche der Kraft-Abstandskurve sind jeweils mit den
entsprechenden Buchstaben gekennzeichnet. (A) Momentaufnahme bei t = 7, 5 ns. Die Pfei-
le kennzeichnen die resultierenden Kräfte, die in entgegengesetzte Richtungen zeigen. Die
Kraft steigt annähernd linear mit der Vergrößerung des Abstands zwischen DNA-Ende und
Protein an. Hier ist die DNA noch beidseitig am Protein angebunden. (B) Momentaufnah-
me bei t = 11, 0 ns. Die DNA wurde von der linken Seite des helikalen Kerns des Proteins
abgerissen, wodurch sich der Abstand um etwa 2 nm vergrößert. Gleichzeitig ﬁndet auch
eine Entwindung beider DNA-Ausläufer statt, die eine zusätzliche Ausdehnung um ∼ 1 nm
pro Seite zur Folge hat. (C) Momentaufnahme bei t = 20, 25 ns. Bei etwa 500 pN löst sich
die DNA auch von der rechten Seite des Proteins ab, wodurch wiederum eine Vergrößerung
des Abstands um 2nm auftritt. (D) Momentaufnahme bei t = 25, 0 ns. Die DNA ist von
beiden Seiten des Proteins abgelöst und wird weiter gestreckt. Auch am Ende der Simu-
lation verbleibt die DNA zwischen den β-Faltblatt-Armen am Protein angebunden. (Diese
Abb. wurde in Wagner et al. [216] veröﬀentlicht. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung des Springer Verlags.)
den (s. Abb. 8.8 (A)). Anhand dieser Bindungsstellen lässt sich eine eﬀektive Bindungslänge
von 22 bp ermitteln [216]. Dieser Wert stimmt mit Angaben aus der Literatur, einer experi-
mentell ermittelten Länge von 26,6 bp [127] und einer Abschätzung aus dem Strukturmodell
von 24 bp [75], überein [216].
Die Simulation kann in 3 Abschnitte unterteilt werden. Während des ersten Drittels steigt
die Kraft bis ∼ 180 pN annähernd proportional zum Abstand der DNA-Enden an. Dabei
bleibt die Anbindung an das TmHU erhalten. Im zweiten Abschnitt der Simulation löst sich
die DNA seitlich vom helikalen Kern des Proteins ab. Wie in Abb. 8.8 (B,C) zu erkennen, kann
dieses auf asymmetrische Art und Weise vonstatten gehen. Dabei bestimmen die thermischen
Fluktuationen zusammen mit den Ausgangsbedingungen der Simulation, welche Seite zuerst
dissoziiert oder ob beide Seiten gleichzeitig abgelöst werden [216].
In der dargestellten Simulation ﬁndet zuerst eine linksseitige Dissoziation statt (s. Abb.
8.8 (B)). Während dieses Ereignisses vergrößert sich der Abstand zwischen dem linken DNA-
Ende und dem Protein um etwa 2 nm. Gleichzeitig entwinden sich beide DNA-Ausläufer,
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woraus eine zusätzliche Ausdehnung resultiert. Dies ist die Ursache für das Plateau in der
Kraft-Abstandskurve für das Ziehen in +x-Richtung zwischen 2,7 nm und 3,7 nm. Zudem ist
in der Kraft-Abstandskurve sowie in Abb. 8.8 (C) erkennbar, dass die rechtsseitige Wechsel-
wirkung zwischen DNA und Protein so stark ist, dass die Kräfte auf bis zu 500 pN ansteigen.
Derart hohe Kräfte haben eine Entwindung der DNA sowie eine Strukturänderung zu ei-
ner Leiterkonformation zur Folge. Wasserstoﬀbrückenbindungen der Aminosäurereste Lys41,
Gly46, Lys80 und Lys83 mit dem Rückgrat der DNA stellen den Grund für diese starke
Anbindung dar [216].
Gegen Ende der Simulation dissoziiert auch dieser Bereich der DNA vom Kern des Proteins.
Dies führt zu einer Vergrößerung des Abstandes um weitere 2 nm, wie das zweite Plateau in
der Kraft-Abstandskurve für das Ziehen in +x-Richtung zwischen 4,6 nm und 6,6 nm zeigt
(s. Abb. 8.8 (D)). Im letzten Abschnitt der Simulation ist die DNA vom helikalen Kern des
Proteins gelöst und wird weiter gestreckt. Auch am Ende der Simulation verbleibt die DNA
zwischen den β-Faltblatt-Armen am Protein angebunden [216].
Die Beobachtung, dass ein einseitiger Abriss eine Verlängerung des Ende-zu-Ende-Abstands
der DNA um etwa 2 nm zur Folge hat, erlaubt eine Zuordnung zu der experimentell ermit-
telten, minimalen Abrisslänge von 2–3 nm [74] zu einem solchen Ereignis. In der Simulation
werden Kräfte von bis zu 500 pN angelegt, was mehr als eine Größenordnung oberhalb der
experimentell erreichten liegt. In diesem Zusammenhang muss berücksichtigt werden, dass die
Simulation mit einer Ziehrate von 0,5m/s deutlich abseits des Gleichgewichts abläuft. Dies
erklärt die hohen Kräfte, da diese linear vom Logarithmus der Belastungsrate abhängen (vgl.
Kapitel 3.3) [156, 175]. Es ist anzunehmen, dass die in der Simulation beobachtete Entwin-
dung der DNA auf diese hohen Kräfte zurückzuführen ist und im Experiment mit optischen
Pinzetten nicht auftritt [216].
8.2.4 Modell der Ausbildung des TmHU/DNA-Komplexes bei kleinen Kräften
In der Literatur ﬁndet sich die Vermutung, dass die Anbindung mehrerer TmHU-Proteine an
DNA so erfolgt, dass diese antiparallel ausgerichtet sind und sich die seitlich angebundene
DNA jeweils zwischen zwei Proteinen beﬁndet [75, 127]. Mit der Kenntnis der eﬀektiven Bin-
dungslänge aus den SMD-Simulationen (22 bp =̂ 7,5 nm) und der Längenänderung aufgrund
des Abrisses eines Proteins von 4 nm lässt sich die erwartete Verkürzung ΔLexp für einen
vollständig belegten DNA-Strang abschätzen:
ΔLexp =
LC
7, 5 nm
· 4 nm ∼= 0, 53LC . (8.2)
Dieser Wert entspricht im Rahmen der experimentellen Genauigkeit dem in Kapitel 8.2.1
vorgestellten Ergebnis der Kondensation bei einer Kraft von 2 pN und einer Konzentration von
100μg/mL, wo der Ende-zu-Ende-Abstand der DNA in der ersten Phase um (0.58±0, 05)LC
verringert wurde. In Anbetracht der unterschiedlichen Herangehensweisen, der Simulation
eines einzelnen Abrisses bzw. der experimentellen Untersuchung der Anbindung vieler Proteine
an ein mit 2 pN gestrecktes DNA-Molekül, handelt es sich dabei um eine bemerkenswerte
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Übereinstimmung. Dies unterlegt die bereits in Kapitel 8.2.1 aufgestellte Vermutung, dass die
DNA in der ersten Phase in einer linearen Weise gemäß dem Modell kondensiert wird, was
einer primären Verdichtung gleichkommt (s. Abb. 8.9).
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Abbildung 8.9: Modellvorstellung der strukturellen Ausbildung des TmHU/DNA-Komplexes. Die Konden-
sation beginnt mit einer primären Anbindung von TmHU, bis eine Verkürzung von etwa
0.58LC erreicht ist. Bei der Darstellung hierfür handelt es sich um eine Illustration durch
Aneinanderreihen einzelner Komplexe aus Abb. 8.8. Danach bildet sich der ﬁnale Komplex
in einer höheren Ebene struktureller Organisation aus. Die dadurch erreichte Gesamtver-
kürzung des Ende-zu-Ende-Abstandes beträgt etwa 0.71LC .
Die experimentell ermittelte Gesamtverkürzung von (0.71±0, 06)LC , die auch die Längen-
reduktion während der zweiten, langsameren Phase beinhaltet, kann jedoch nicht auf Basis
dieses einfachen Bindungsmodells von antiparallel angeordneten Proteinen erklärt werden.
Wie oben diskutiert (vgl. Kapitel 8.2.2), impliziert die zusätzliche Verkürzung während der
zweiten Phase, dass diese Primärstruktur des TmHU/DNA-Komplexes in einer zusätzlichen
Ebene struktureller Organisation gepackt wird (s. Abb. 8.9). Allerdings gilt dabei zu beach-
ten, dass die zeitliche Abfolge der Kondensation freier DNA von diesem Schema abweichen
könnte.
8.2.5 Zusammenfassung und Fazit
Die Kondensation eines einzelnen DNA-Stranges durch den Einﬂuss von TmHU gegen die
Wirkung einer konstanten Kraft wurde aufbauend auf den Ergebnissen aus [208, 210] unter-
sucht. Die beschriebenen Ergebnisse wurden in Wagner et al. [216] veröﬀentlicht. Bei Kräften
bis zu 5 pN verringert sich der Ende-zu-Ende-Abstand der DNA um etwa 0, 7LC , so dass die
verbleibende Länge nur noch ∼ 30% des Anfangswertes LC beträgt. Diese Reaktion läuft auf
einer Zeitskala von einigen Sekunden ab. Der zeitliche Verlauf der Verkürzung kann dabei in
zwei Phasen untergliedert werden. Unter Hinzunahme von Ergebnissen einer SMD-Simulation
sowie von Literaturangaben, konnte die erste Phase einer primären Anbindung von TmHU
zugeordnet werden. Insofern wird vermutet, dass die zweite Phase der Ausbildung einer hö-
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heren Ebene struktureller Organisation entspricht, was im Einklang mit Ergebnissen raster-
kraftmikroskopischer Untersuchungen steht. Deren Existenz wurde bereits in der Literatur
vorhergesagt [74].
Gilt LC >> LP , ist der mittlere quadratische Ende-zu-Ende-Abstand eines Polymers
〈
R2
〉
in Lösung durch
〈
R2
〉
= 2LC ·LP gegeben [135]. Demnach nimmt der Abstand
√〈R2〉 für DNA
der Länge von 4000 bp (LC ≈ 1360 nm) in der hier verwendeten Puﬀerlösung (LP ≈ 40 nm)
einen Wert von etwa 330 nm ≈ 0, 24LC an. Dieser ist vergleichbar mit der verbleibenden
Länge des TmHU/DNA-Komplexes von (0, 29 ± 0, 06)LC bei einer Kraft von 2 pN. Diese
Abschätzung verdeutlicht den Eﬀekt, den die Anbindung von TmHU zur Folge hat. Dieser ist
stärker als beispielsweise die Längenänderung von DNA unter dem Einﬂuss des HU-Proteins
aus E. coli auf 50% der Ausgangslänge bei einer anliegenden Kraft von 1 pN innerhalb von
800 s [76]. Dies könnte mit der Tatsache im Zusammenhang stehen, dass T. maritima im
Gegensatz zu E. coli keine Nukleoid-assoziierten Proteine, die homolog zu IHF, Dps oder H-
NS sind, exprimiert [124]. Infolgedessen besteht im Einklang mit Literaturangaben [122, 127,
128] Anlass zu der Hypothese, dass TmHU eine entscheidende Rolle in der Organisation des
Nukleoids und der Erhaltung der Integrität genomischer DNA in der extremen Umgebung bei
80◦ C zukommt.
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8.3 Wechselwirkung von oPrPC mit DNA
8.3.1 Untersuchung mit optischer Pinzette und Nanokapillare
Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, besteht Grund zu der Annahme, dass Nukleinsäuren eine
Rolle bei der Umwandlung von PrPC zu PrPSc spielen. Aus diesem Grund soll im Folgenden
untersucht werden, ob eine Wechselwirkung zwischen doppelsträngiger DNA und rekombi-
nantem, ovinem PrPC (oPrPC) auftritt. Das rekombinante Protein entspricht größtenteils
dem nativen oPrPC, kann im Gegensatz zu letzterem jedoch nicht in die infektiöse Form
umgewandelt werden [244]. Das Protein wurde freundlicherweise von Dr. Raymond Bujdoso
(Department of Veterinary Medicine, Cambridge University) zur Verfügung gestellt. oPrPC
weist bei einer Länge von 208 Aminosäureresten ein Molekulargewicht von 22,7 kDa auf. Der
isoelektrische Punkt liegt bei 9,56, woraus bei pH 7 eine positive Nettoladung resultiert.
Abbildung 8.10: Schematische Darstellung des kombinierten Aufbaus aus optischer Pinzette und Nano-
kapillare. Wird eine Spannung angelegt, ﬂießt ein detektierbarer Ionenstrom durch die
Kapillare, der von verschiedenen Parametern, wie beispielsweise von deren Öﬀnungsradi-
us, abhängt. Ein mit λ-DNA beschichteter Mikropartikel wird mit der optischen Pinzette
gehalten. Bei entsprechender Polung wird ein DNA-Strang, der negativ geladen ist, durch
die angelegte Spannung in die Kapillare gezogen. Daraus resultiert eine Kraft F , die zu
einer Auslenkung Δx des Kolloids in der optischen Falle führt. Außerdem ist eine sprung-
hafte Änderung des Ionenstroms zu beobachten. (Die Abb. beruht auf einer Vorlage aus
O.Otto [244].)
Die Durchführung der Messungen mit optischer Pinzette und Nanokapillare erfolgte wäh-
rend eines Aufenthalts am Labor von Dr. Ulrich Keyser (Biological and Soft Systems, Ca-
vendish Laboratory, Cambridge University) in Zusammenarbeit mit Dr. Oliver Otto (zum
Zeitpunkt des Erstellens dieser Arbeit: Arbeitsgruppe Zelluläre Maschinen, Biotechnologi-
sches Zentrum der TU Dresden). Der Versuchsaufbau soll hier nur kurz erläutert werden,
eine ausführliche Beschreibung ist in O. Otto [244] gegeben. Die optische Pinzette basiert auf
einem Laser (λ = 1064 nm), der in ein speziell angefertigtes Mikroskop integriert ist. Durch
den Einsatz sogenannter Faserbeleuchtung sowie einer Hochgeschwindigkeitskamera ist eine
Positionsdetektion basierend auf Bildanalyse in Echtzeit (vgl. Kapitel 5.3.1) mit bis zu 10 kHz
möglich [29, 228]. Während der hier beschriebenen Messungen wurde die Kolloidposition mit
einer Rate von 2 kHz aufgezeichnet. Die Fallenstärke betrug 0,042 pN/nm. In Kombination mit
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der optischen Pinzette kam eine Nanokapillare zum Einsatz. Diese wurde mit dem Micropipet-
te Puller P-2000 (Sutter Instruments, Novato, USA) aus einer Glaskapillare (Borosilikatglas)
mit einem Innendurchmesser von 0,375mm (Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland) gezogen [244]
(vgl. Kapitel 5.2). In den hier beschriebenen Messungen wurden Kapillaren mit einem Durch-
messer an der Spitze von etwa 1μm verwendet. Die Konﬁguration ist in Abb. 8.10 dargestellt.
Die Probenzelle ist von einem Faraday-Käﬁg umgeben. Das Anlegen einer Spannung erfolgt
mit Silberelektroden (Durchmesser: 0,05mm), die vor dem Einsatz für 10 s in 1mol/L KCl-
Lösung chloriert wurden. Bei einer Anordnung wie in Abb. 8.10 skizziert, fällt die Spannung
hauptsächlich im Bereich der Kapillarspitze ab.
Der Ionenstrom, der in einer Größenordnung von Picoampere auftritt, wird mithilfe des
Axon Axopatch 200B Ampliﬁer (Molecular Devices, USA) mit einer Abtastrate von 10 kHz
detektiert [244]. Der Leitwert der Kapillare GK = I/U , der über eine Strom-Spannungs-
Kennlinie bestimmt wird, steht in direkter Propotionalität zum Durchmesser der Kapillaröﬀ-
nung d. Dieser Durchmesser kann demnach über
d =
4GKL
πσPdi
(8.3)
abgeschätzt werden, wobei L die Länge des konischen Bereichs der Kapillare von 1mm, σP
die Leitfähigkeit der Puﬀerlösung und di den Innendurchmesser der Kapillare darstellt [244].
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Abbildung 8.11: Strom-Spannungscharakteristik einer Kapillare in Phosphatpuﬀer. Die Spannung wurde in
Schritten von 5mV variiert und der zugehörige Ionenstrom gemessen (rote Dreiecke). Aus
der linearen Anpassung (grüne Linie) kann ein Leitwert von GK ∼= 54 nS ermittelt werden.
Die Experimente wurden in Phosphatpuﬀer (pH 7,0; s. Kapitel 6.3.2) mit einer Leitfähig-
keit von etwa 0,2 S/m durchgeführt. Vor Beginn der Messung erfolgt die Aufnahme einer
Strom-Spannungs-Kennlinie zur Charakterisierung der Kapillare (s. Abb. 8.11). Dafür wird
die Spannung schrittweise variiert und der jeweilige Ionenstrom gemessen. Die Kapillare weist
einen Leitwert von GK ∼= 54 nS auf.
Ein mit doppelsträngiger DNA aus dem Bakteriophagen λ (New England Biolabs, Ips-
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Abbildung 8.12: (a) Zeitlicher Verlauf von Kraft (schwarz) und Ionenstrom (grün) während des Einbringens
von λ-DNA in eine Kapillare bei einer Spannung von 200mV. Die Zeitachse stellt den
relevanten Abschnitt dar, in dem das Ereignis auftrat. Die dunkelgrüne Linie entspricht
dem geglätteten Verlauf des Ionenstroms (gleitender Durchschnitt über 1000 Punkte).
Das Einbringen der DNA in die Kapillare hat eine sprunghafte Veränderung der Kraft
sowie der Stromstärke zur Folge. (b) Zeitlicher Verlauf von Kraft und Ionenstrom während
des Einbringens eines λ-DNA/oPrPC-Komplexes in eine Kapillare. Die DNA-beschichteten
Kolloide wurden 45min in Phosphatpuﬀer mit 10μg/mL oPrPC inkubiert. Das Einbringen
des Komplexes in die Kapillare verursacht eine sprunghafte Veränderung in der Kraft, aber
nur eine geringfügige Verringerung des Ionenstroms.
wich, United Kingdom) beschichtetes Polystyrol-Kolloid (Durchmesser: 2,16μm, Kisker, Stein-
furt, Deutschland) wird mit der optischen Pinzette gefangen und im Abstand von 1,5–3μm
vor der Kapillare positioniert (vgl. Abb. 8.10). Die λ-DNA weist eine Länge von 48502 bp
(LC ∼ 16, 5μm) auf und haftet mittels Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung (vgl. Kapitel
6.2) auf der Oberﬂäche des Mikropartikels. Die Präparation erfolgte dabei nach einem Pro-
tokoll aus O. Otto [244]. Durch das Anlegen einer Spannung von +200mV auf der Seite der
Kapillare wird ein λ-DNA-Strang aufgrund seiner negativen Ladung in die Kapillare gezogen
(s. Abb. 8.10). Wie in Abb. 8.12 (a) ersichtlich, lässt sich dieses Ereignis durch eine sprung-
hafte Änderung der Kraft um ΔF detektieren. Zudem hat die Einbringung der λ-DNA in die
Kapillare eine Änderung des Ionenstroms um ΔI zur Folge.
Im nächsten Schritt wurden DNA-beschichtete Kolloide in der Messzelle für 45min in Phos-
phatpuﬀer mit 10μg/mL oPrPC inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte das erneute Aufnehmen
einer Strom-Spannungs-Kennlinie, woraus ein Leitwert von ∼ 76 nS resultierte. Dann wurde
das Experiment unter gleichen Bedingungen erneut durchgeführt. Der zeitliche Verlauf eines
repräsentativen Ereignisses ist in 8.12 (b) ersichtlich. Dabei zeigt sich, dass auch das Einbrin-
gen des λ-DNA/oPrPC-Komplexes eine Änderung der Kraft um einen ähnlichen Betrag zur
Folge hat. Der Ionenstrom hingegen wird in diesem Fall nur geringfügig verringert.
Es wurden jeweils mindestens 23 Ereignisse vor und nach der Zugabe von oPrPC unter-
sucht, wobei je 4 verschiedenen Kolloide zum Einsatz kamen. Das Ergebnis ist in Abb. 8.13
dargestellt. Der Median der Änderung des Ionenstroms durch die Einbringung von λ-DNA
beträgt ΔI = (−15, 3 ± 3, 7) pA. Das Einbringen des λ-DNA/oPrPC-Komplexes in die Ka-
pillare resultiert mit ΔI = (−4, 1 ± 1, 6) pA in einer signiﬁkant geringeren Änderung der
Stromstärke. Diese Signiﬁkanz wurde auf Basis des Median-Tests (vgl. Kapitel 7.1.3) [235]
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Abbildung 8.13: (a) Median der Änderung der Stromstärke ΔI beim Einbringen der λ-DNA bzw. des
λ-DNA/oPrPC-Komplexes in eine Kapillare. Es lag eine Spannung von 200mV an. Die
Messungen wurde in derselben Messzelle durchgeführt, wobei jeweils mindestens 23 Er-
eignisse von 4 verschiedenen Kolloiden ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken entsprechen
dem Standardfehler des Medians (vgl. Kapitel 7.2.1). Vor der Untersuchung des Komple-
xes erfolgte eine Inkubation in 10μg/mL oPrPC. (b) Median der Kraftänderungen ΔF der
Ereignisse aus (a).
mit einem Niveau von 99,5% belegt. Die Änderung in der Kraft nimmt für λ-DNA einen
Median von ΔF = (−5, 4 ± 1, 2) pN und für den λ-DNA/oPrPC-Komplex einen Median von
ΔF = (−5, 9 ± 1, 2) pN an. Im Gegensatz zum Ionenstrom zeigt sich hier kein Unterschied
zwischen der λ-DNA und dem Protein/DNA-Komplex.
Da der λ-DNA/oPrPC-Komplex nur in die Kapillare gezogen wird, wenn die positive Span-
nung auf deren Seite angelegt wird, lässt sich eine negative Oberﬂächenladung des Komplexes
schlussfolgern. Die Tatsache, dass die Einbringung von Molekülen in Nanoporen eine Ände-
rung in Ionenstrom und Kraft zur Folge hat, ist ein aus der Literatur bekannter Eﬀekt [29, 66,
67, 245–247]. Die Kraft auf die DNA wird durch das elektrische Feld in der Kapillare generiert,
das im Bereich der Kapillarspitze, wo das Potential abfällt, am stärksten ist [67]. Keyser et al.
beobachteten, dass die Kraft auf eine einzelne λ-DNA in einer Nanopore 0,24 pN/mV beträgt
(in 20mmol/L KCl) [246]. Dieser Wert stimmt im Rahmen der experimentellen Genauigkeit
mit dem hier gemessenen Betrag von ΔF für λ-DNA überein, wobei dieser in Phosphatpuﬀer
mit 20mmol/L NaCl ermittelt wurde. Spiering et al. fanden heraus, dass an die DNA gebun-
dene, positiv geladene Proteine die Kraftwirkung auf die DNA während des Durchgangs durch
eine Pore reduzieren [67]. Dies konnte im Fall des λ-DNA/oPrPC-Komplexes nicht beobachtet
werden. Ein Grund dafür könnte der mehr als 10-fach größere Durchmesser der Öﬀnung der
in diesem Experiment verwendeten Kapillare sein. Zudem liegen bislang keine Informationen
bezüglich der Struktur des Komplexes und dem Wert der resultierenden Oberﬂächenladung
vor.
Die Änderung des Ionenstroms beim Einbringen eines Moleküls in die Kapillare resultiert
aus einer partiellen Blockade der Öﬀnung. Dieser Eﬀekt hängt sowohl vom Volumen des Mo-
leküls als auch von dessen eﬀektiver Ladung ab [66, 244]. Eine Anbindung von oPrPC an
λ-DNA resultiert in einem vergrößerten Volumen im Vergleich zum λ-DNA-Molekül. Dem-
zufolge wäre eine stärkere Blockade des Ionenstroms zu erwarten [66]. Im Gegensatz dazu
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wurde für den Protein/DNA-Komplex eine Verringerung von ΔI beobachtet. Dieses Ergeb-
nis ist vermutlich in der Kombination mit einer Änderung der eﬀektiven Ladung begründet.
Die Vergrößerung des Leitwerts GK der Kapillare während des Experiments von ∼ 54 nS auf
∼ 76 nS ist ein Eﬀekt, der auch bei lang andauernden Messungen ohne die Zugabe von PrP
beobachtet wurde. Es wird vermutet, dass dies auf eine geringfügige Dissoziation der Silber-
elektroden zurückzuführen ist, die zu einer Vergrößerung der Ionenkonzentration führt. Die
Unterschiede in ΔI zwischen λ-DNA und dem λ-DNA/oPrPC-Komplex konnten jedoch in
einer Wiederholungsmessung in PBS-Puﬀer, bei der nur eine Vergrößerung von GK von 10%
auftrat, quantitativ reproduziert werden [244]. Aus diesem Grund wird angenommen, dass die
Änderung von ΔI nicht auf die Vergrößerung des Leitwerts zurückzuführen ist. Demzufolge
lässt sich aus den Ergebnissen dieses Experiments schlussfolgern, dass eine Wechselwirkung
zwischen oPrPC und λ-DNA existiert. Oﬀenbar wird ein Komplex ausgebildet, der sich hin-
sichtlich seiner Oberﬂächenladung oder Größe von λ-DNA unterscheidet.
In Kapitel 4.2.3 wurde die sogenannte Multikomponentenhypothese für die Umwandlung
von PrPC in die infektiöse Form, PrPSc, beschrieben. Diese Annahme beinhaltet die Not-
wendigkeit eines zusätzlichen Faktors. Aus den hier vorgestellten Ergebnissen lässt sich im
Einklang mit den Beobachtungen von Nandi et al. [248] schließen, dass es sich bei diesem um
Nukleinsäuren handeln könnte.
8.3.2 Untersuchung des Einﬂusses von PrPC auf den Ende-zu-Ende-Abstand
von DNA
Im folgenden Kapitel soll der Einﬂuss von PrPC auf den Ende-zu-Ende-Abstand von DNA nach
der in Kapitel 8.1.1 beschriebenen Vorgehensweise untersucht werden. Aus experimentellen
Gründen kam hier keine λ-DNA zum Einsatz, sondern synthetische DNA der Länge von
4000 bp bzw. 5000 bp (vgl. Kapitel 6.2). Nach Silva et al. ist keine Sequenzabhängigkeit der
Wechselwirkung bekannt [133]. Deshalb werden die Ergebnisse als vergleichbar angenommen.
Die Messungen wurden in PBS-Puﬀer (s. Kapitel 6.3.3) ausgeführt. Da die in diesem Kapitel
verwendeten Proteine nur in geringen Mengen vorlagen, kam die volumenoptimierte Messzelle
(vgl. Kapitel 5.2) zum Einsatz. Diese hat den Vorteil, dass für einen Austausch des Mediums
nur 0,5-1mL der entsprechenden Lösung benötigt werden. Vor Beginn des Experiments wurde
die Zelle für 10min mit 2% BSA-Lösung (Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) inkubiert, um unspeziﬁschen Anlagerungen vorzubeugen [110].
Das Experiment erfolgte nach folgender Vorgehensweise (vgl. Kapitel 6.3.3): Zuerst wird
ein einzelner Strang von mehrfach Digoxigenin-markierter DNA zwischen zwei Kolloiden auf-
gespannt. Danach wird eine Kraft-Abstandskurve aufgenommen und die Konturlänge LC und
Persistenzlänge LP der DNA durch Anpassung des Modells einer wurmartigen Kette (Gl. 4.3,
s. Kapitel 4.2.1) bestimmt. Im nächsten Schritt erfolgt das Einstellen einer Kraft von 2 pN,
deren Betrag mithilfe der automatischen Kraftregulierung (s. Kapitel 5.5.2) erhalten wird.
Um Referenzwerte für das Rauschen und Drifteﬀekte zu erhalten, wird 1mL PBS-Puﬀer mit
einer Spritzenpumpe eingespült und der Oberﬂächenabstand der Kolloide (vgl. 5.5.3), der dem
Ende-zu-Ende-Abstand der DNA entspricht, aufgezeichnet. Die Durchﬂussrate beträgt dabei
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Abbildung 8.14: Zeitlicher Verlauf der relativen Änderung des Ende-zu-Ende-Abstandes der DNA ΔL/LC
bei einer Kraft von 2 pN und einer zeitlichen Auﬂösung von 60Hz. Oben: Einspülen von
PBS-Puﬀer vor der Zugabe von 10μg/mL (violett) bzw. 100μg/mL (orange) oPrPC.
Mitte: Einspülen von 10μg/mL oPrPC (blau). Nach dem Austausch des Mediums nach
∼ 200 s wurde der Fluss gestoppt und der zeitliche Verlauf von ΔL für weitere 400 s ver-
folgt. Unten: Einspülen von 100μg/mL oPrPC (rot). Wiederum wurde der Fluss nach
∼ 200 s gestoppt und der zeitliche Verlauf von ΔL für weitere 400 s verfolgt.
5μL/s. Während der kontinuierlichen Aufzeichnung der Kolloidpositionen erfolgt danach das
Einspülen von 1mL der Proteinlösung unter gleichen Bedingungen. Nach dem Wechsel des
Umgebungsmediums wird der Fluss gestoppt und der zeitliche Verlauf von ΔL für weitere
400 s verfolgt. Zuletzt erfolgt die erneute Aufnahme einer Kraft-Abstandskurve.
Abb. 8.14 stellt den zeitlichen Verlauf der relativen Änderung des Ende-zu-Ende-Abstandes
ΔL/LC während des Einspülens von PBS-Puﬀer (violett bzw. orange) sowie von oPrPC bei
Konzentrationen von 10μg/mL (blau) und 100μg/mL (rot) dar. Unter dem Einﬂuss der ge-
ringeren Proteinkonzentration zeigt sich nach etwa 150 s eine Verlängerung um ∼ 0, 013LC ,
nach etwa 480 s tritt eine Verkürzung um denselben Betrag auf. Im Vergleich mit der zuge-
hörigen Referenzkurve (violett) lässt sich allerdings feststellen, dass Änderungen des relati-
ven Abstandes in dieser Größenordnung auch ohne das Vorhandensein von oPrPC auftreten.
Vermutlich begründen sich diese Schwankungen in thermischer Drift in y- bzw. z-Richtung,
da die Position des Kolloids an der Pipette durch die automatische Kraftregulierung nur
in x-Richtung stabilisiert wird (vgl. Kapitel 5.5.2). Zusätzlich ist bei der Verwendung von
mehrfach Digoxigenin-markierter DNA nicht auszuschließen, dass einzelne Digoxigenin/anti-
Digoxigenin-Kontakte dissoziieren bzw. erneut binden. Auch solche Ereignisse würden eine
Änderung von ΔL/LC zur Folge haben. Aus diesem Grund können die oben beschriebenen
Eﬀekte nicht zweifelsfrei dem Einﬂuss des Proteins zugeordnet werden.
Bei einer Proteinkonzentration von 100μg/mL ist eine langsame Verkürzung um ∼ 0, 02LC
über einen Zeitraum von annähernd 200 s zu beobachten. Auch hier zeigt ein Vergleich mit
der zugehörigen Referenzmessung (orange), dass dieser Eﬀekt nicht eindeutig der Wirkung
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Abbildung 8.15: Wurzel aus der mittleren quadratischen Änderung von ΔL/LC im zeitlichen Verlauf wäh-
rend der Zugabe von PBS-Puﬀer, 10μg/mL oPrPC sowie 100μg/mL oPrPC. Die Fehler-
balken entsprechen den zeitlichen Schwankungen dieses Wertes, wobei jeweils mindestens
100 Datenpunkte ausgewertet wurden.
des Proteins zugeschrieben werden kann.
Die Wurzel aus der mittleren quadratischen Änderung von ΔL/LC während des zeitlichen
Verlaufs wurde über ΔLrms/LC =
√
1/n
∑n
i=1 (ΔL/LC)
2
i bestimmt, wobei n der Anzahl der
Datenpunkte entspricht. Das Ergebnis ist in Abb. 8.15 dargestellt. Die Fehlerbalken ent-
sprechen dabei den zeitlichen Schwankungen dieses Wertes, wobei jeweils mindestens 100
Datenpunkte ausgewertet wurden. Im Ergebnis zeigt sich, dass ΔLrms/LC für das Einspülen
von 10μg/mL oPrPC einen kleineren Wert annimmt als für die Zugabe von PBS-Puﬀer. Für
100μg/mL oPrPC hingegen wird ein größerer Betrag erreicht als in der Referenzmessung.
Allerdings liegen diese Unterschiede innerhalb der Fehlerbalken, so dass eine Abgrenzung des
Einﬂusses des Proteins nicht eindeutig vorgenommen werden kann.
Die Kraft-Abstandskurven einer DNA der Länge von 5000 bp vor bzw. nach der Zugabe
von 100μg/mL oPrPC sind in Abb. 8.16 gegeben. Im Rahmen der experimentellen Genau-
igkeit stimmen beide Kurven überein. Durch die Anpassung des Modells einer wurmartigen
Kette (Gl. 4.3, s. Kapitel 4.2.1) wurde für beide Kraft-Abstandsabhängigkeiten eine Kontur-
länge von LC = (1756 ± 20) nm und eine Persistenzlänge von LP = (25 ± 5) nm ermittelt.
Dieser Wert für LP ist geringer als derjenige, der im Phosphatpuﬀer ermittelt wurde (vgl.
Kapitel 8.1.1). Dies begründet sich darin, dass PBS-Puﬀer eine deutlich erhöhte Salzkonzen-
tration (137mmol/L NaCl) im Vergleich zum Phosphatpuﬀer (20mmol/L NaCl) aufweist. In
den Literaturangaben bezüglich der Stärke dieses Eﬀekts zeigen sich Abweichungen. Wäh-
rend Wang et al. [249] bei vergleichbar erhöhter Salzkonzentration Persistenlängen von etwa
43 nm beobachteten, beschreiben Salomo et al. [56] Werte für LP in PBS-Puﬀer von etwa
29 nm. Der hier ermittelte Wert stimmt im Rahmen des Messfehlers mit dem letztgenann-
ten überein. Für die Zugabe von 10μg/mL oPrPC ergibt sich ebenfalls keine Änderung in
der Kraft-Abstandsabhängigkeit. Aus Gründen der Übersichtlichkeit ist dieses Ergebnis hier
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Abbildung 8.16: Kraft-Abstandskurven einer DNA der Länge von 5000 bp vor (blau) bzw. nach (braun) der
Zugabe von 100μg/mL oPrPC. Beide Kurven stimmen im Rahmen der experimentellen
Genauigkeit überein. Die Anpassung des Modells einer wurmartigen Kette (Gl. 4.3, s.
Kapitel 4.2.1) ergibt für beide Kraft-Abstandsabhängigkeiten eine Konturlänge von LC =
(1756± 20) nm und eine Persistenzlänge von LP = (25± 5) nm.
nicht dargestellt. Oﬀenbar erfahren die elastischen Eigenschaften der DNA durch die Zugabe
von oPrPC im Rahmen der experimentellen Genauigkeit keine Veränderungen.
Die Experimente erfolgten analog zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen TmHU
und DNA. Während TmHU die DNA innerhalb weniger Sekunden verkürzt, konnte weder bei
100μg/mL noch bei 10μg/mL oPrPC ein eindeutiger Eﬀekt auf den Ende-zu-Ende-Abstand
der DNA festgestellt werden. Dies zeigt sich auch in ΔLrms/LC. Aus der Proteinkonzentra-
tion von 100μg/mL lässt sich errechnen, dass der Abstand zwischen benachbarten Proteinen
im Mittel 140 nm beträgt. Bei einer DNA-Länge von etwa 1700 nm und einer Inkubationszeit
von 600 s ist demnach zu erwarten, dass eine größere Anzahl an Proteinen der DNA nahe
genug kommen, um eine Wechselwirkung zu ermöglichen. Für die Tatsache, dass keine Län-
genänderung detektiert wurde, gibt es verschiedene Erklärungsmöglichkeiten: Einerseits ist
es möglich, dass eine Anbindung von oPrPC keinen Einﬂuss auf den Ende-zu-Ende-Abstand
der DNA hat. Allerdings steht dies nicht im Einklang mit den Ergebnissen von Nandi et
al., die eine Entstehung kondensierter DNA-Strukturen beobachteten [248]. Im vorliegenden
Experiment muss jedoch andererseits auch die gegebene Vorspannung der DNA von 2 pN in
Betracht gezogen werden, gegen die bei einer Verkürzung Arbeit geleistet werden muss. Es
besteht die Möglichkeit, dass die Bindungsenergie der Wechselwirkung zwischen oPrPC und
DNA dafür nicht ausreicht. In diesem Fall ist denkbar, dass eine Bindung entweder vollständig
unterbunden wird oder nur eine oberﬂächliche Anlagerung des Proteins stattﬁndet, die aus
einer elektrostatischen Anziehung zwischen der negativ geladenen DNA und positiv geladenen
Aminosäureresten des oPrPC resultieren könnte. Folglich kann eine kondensierende Wirkung
von oPrPC auf freie DNA nicht ausgeschlossen werden.
Mit diesen Überlegungen ergeben sich auch mögliche Ursachen dafür, dass die elastischen
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Eigenschaften der DNA durch das Vorhandensein von oPrPC keine detektierbaren Änderungen
erfahren. Aus der Literatur ist bekannt, dass Histon-Proteine, Histon-ähnliche Proteine, aber
auch interkalierende Farbstoﬀe oder Proteine, die in die kleine Furche der DNA binden, eine
jeweils speziﬁsche Änderung in der Kraft-Abstandsabhängigkeit hervorrufen [68, 75, 250]. Eine
oberﬂächliche Anlagerung des ﬂexiblen oPrPC (vgl. Kapitel 4.2.3) zeigt jedoch möglicherweise
keinen Einﬂuss auf die Struktur der DNA. Zudem ist es wie oben erläutert auch möglich, dass
bei der vorliegenden experimentellen Anordnung keine Anbindung von oPrPC stattﬁndet.
8.3.3 Zusammenfassung und Fazit
Die Wechselwirkung von rekombinantem oPrPC mit doppelsträngiger DNA wurde auf der
Ebene einzelner DNA-Moleküle untersucht. Dabei kamen zwei verschiedene Techniken zum
Einsatz. Mithilfe der kombinierten Anordnung von Nanokapillare und optischer Pinzette kön-
nen Änderungen in Volumen und Ladung eines einzelnen Moleküls oder eines Molekülkom-
plexes detektiert werden. Aus den Unterschieden zwischen den Ergebnissen für DNA und für
den DNA/oPrPC-Komplex folgt, dass ein solcher Komplex existiert und eine negative Eﬀek-
tivladung aufweist. Zudem unterscheidet sich dieser in seinem Volumen und seiner Ladung
von DNA.
Darauf aufbauend kam zur genaueren Charakterisierung des Komplexes die Versuchsanord-
nung zum Einsatz, bei der ein DNA-Molekül zwischen zwei Mikropartikeln aufgespannt und
mit konstanter Kraft gehalten wird. Es zeigte sich, dass der Ende-zu-Ende-Abstand der DNA
bei einer Vorspannung von 2 pN im Rahmen der Messgenauigkeit nicht durch die Wechsel-
wirkung mit 10μg/mL bzw. 100μg/mL oPrPC verändert wird. Der Protein/DNA-Komplex
weist zudem auch keine veränderte Elastizität auf. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die
Anlagerung von oPrPC keine detektierbaren Veränderungen der DNA-Struktur hervorruft.
Allerdings soll an dieser Stelle noch einmal erwähnt werden, dass sich dieses Ergebnis auf
Reaktionen mit einer mit 2 pN vorgespannten DNA bezieht. Da die Möglichkeit besteht, dass
die geringe anliegende Kraft bereits die Komplexentstehung unterbindet oder verändert, ist
eine Verallgemeinerung auf freie DNA nicht uneingeschränkt möglich.
Aus den dargestellten Ergebnissen lässt sich ableiten, dass eine Anbindung von oPrPC an
DNA existiert, allerdings möglicherweise mit nur geringer Bindungsenergie. Die Komplex-
bildung hat keine Kondensation oder Strukturveränderung der DNA zur Folge. Nach der
Multikomponentenhypothese stellt die DNA entweder ein stabilisierendes Gerüst bei der An-
bindung von PrPSc an PrPC dar oder sie fördert die Umwandlung von PrPC in eine aktivierte
Form (vgl. Kapitel 4.2.3) [131, 133]. Dafür ist kein dichtgepackter Protein/DNA-Komplex
vonnöten. Ein solcher könnte sogar ein Hindernis für Anlagerung von PrPSc darstellen. Aus
diesem Grund sind die hier vorgestellten Ergebnisse bezüglich der Wechselwirkung von oPrPC
mit DNA mit der Multikomponentenhypothese vereinbar.
138
8 Untersuchung der Protein/DNA-Wechselwirkung
8.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur
Protein/DNA-Wechselwirkung
In der vorliegenden Arbeit wurden die Wechselwirkungen von TmHU und oPrPC mit einem
einzelnen DNA-Strang untersucht. Dafür wurde ein DNA-Molekül zwischen zwei Kolloiden
aufgespannt und während der Zugabe der jeweiligen Proteinlösung mit konstanter Kraft ge-
halten. Dieser Ansatz ermöglicht es, den zeitlichen Verlauf von Änderungen des Ende-zu-
Ende-Abstandes der DNA zu verfolgen.
Es zeigte sich, dass die DNA durch den Einﬂuss von TmHU innerhalb weniger Sekunden
um bis zu 70% verkürzt wird. Diese Kondensationsreaktion verläuft bei Kräften von 2 pN
bzw. 5 pN in zwei Phasen. Die verbleibende Ausdehnung entspricht dabei in etwa dem Ende-
zu-Ende-Abstand, der für ein freies DNA-Molekül derselben Länge zu erwarten wäre. Die
Verkürzung der DNA sowie die Rate des Prozesses weisen des Weiteren eine ausgeprägte
Abhängigkeit von der Proteinkonzentration auf, die auf einen kooperativen Bindungsmodus
hinweist. Eine Konzentrationsabhängigkeit konnte auch durch rasterkraftmikroskopische Un-
tersuchungen bestätigt werden. Zudem wird die Kondensationsreaktion auch durch die ange-
legte Kraft beeinﬂusst. So verhindern Kräfte über 5 pN die zweite Reaktionsphase. Bei 40 pN
tritt fast keine Verkürzung auf.
Basierend auf diesen Ergebnissen sowie SMD-Simulation und einer rasterkraftmikroskopi-
schen Untersuchung konnte ein Modell für den Verlauf der Kondensationsreaktion bei einer
Kraft von 2 pN erstellt werden. Dieses beinhaltet, dass die Verkürzung um etwa 58% von
einer primären Anbindung von TmHU nach einer aus der Literatur bekannten, antiparalle-
len Anordnung [75, 127] hervorgerufen wird. Nach einer vollständigung Belegung der DNA
ﬁndet die diskontinuierliche zweite Phase statt, in welcher der TmHU/DNA-Komplex eine
Überstruktur ausbildet. Deren Existenz wurde bereits in der Literatur vorhergesagt [74].
Zur Untersuchung der Wechselwirkung von oPrPC mit DNA kam zusätzlich eine kombinierte
Anordnung aus Nanokapillare und optischer Pinzette zum Einsatz. Mit dieser Methode konnte
die Existenz einer Wechselwirkung gezeigt werden. Der resultierende DNA/oPrPC-Komplex
weist oﬀenbar eine negative Oberﬂächenladung auf und unterscheidet sich in seinem Volumen
und seiner Ladung von reiner DNA.
Im Gegensatz zu TmHU zeigte sich bei der Untersuchung des Ende-zu-Ende-Abstands der
DNA keine von oPrPC hervorgerufene Veränderung. Zudem bleibt auch die Kraft-Abstands-
abhängigkeit unverändert. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde vermutet, dass es sich bei
der Anbindung von oPrPC an DNA um eine oberﬂächliche Wechselwirkung mit nur geringer
Bindungsenergie handelt, die die Struktur der DNA nicht messbar beeinﬂusst.
TmHU ist ein Histon-ähnliches Protein, dessen Funktion in der Organisation und dem
Schutz des Genoms von T. maritima vermutet wird (vgl. Kapitel 4.2.2) [122, 127]. Dies er-
fordert eine starke Anbindung und die Ausbildung eines dichtgepackten Komplexes, was den
beschriebenen Beobachtungen entspricht. Bei PrPC handelt es sich hingegen um ein Membran-
protein, dessen Funktion beispielsweise in der Signalübertragung vermutet wird [131, 133]. In
der Multikomponentenhypothese wird angenommen, dass eine Wechselwirkung mit Nuklein-
säuren zu einer Umfaltung in PrPSc beiträgt (vgl. Kapitel 4.2.3) [131, 133]. Dies setzt keine
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langlebige, starke Bindung voraus. Insofern sind die Ergebnisse mit der Multikomponenten-
hypothese vereinbar. Wie im vorigen Kapitel diskutiert, könnte ein dichtgepackter Komplex
sogar ein Hindernis für die Anlagerung von PrPSc darstellen. Allerdings ist es mit den hier
verwendeten Methoden nicht möglich, eine Aussage darüber zu treﬀen, ob die Struktur des
oPrPC durch den Kontakt mit DNA eine Änderung erfährt.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die speziﬁschen Wechselwirkungen zwischen Tau-Peptiden
und phosphorylierungsspeziﬁschen anti-Tau-Antikörpern sowie zwischen DNA und TmHU
bzw. oPrPC mit optischen Pinzetten untersucht. Ein Ziel stellte dabei die Etablierung einer
Methodik zur Analyse einzelner Rezeptor/Ligand-Kontakte dar. Im Rahmen der Automati-
sierung des Messablaufs wurde ein neues, universell einsetzbares Verfahren zur Bestimmung
der relativen Höhe eines Mikropartikels unter normaler Mikroskopbeleuchtung mit weißem
Licht entwickelt, welches in Wagner et al. [226] veröﬀentlicht wurde. Nach der Erstellung
eines Referenzpolynoms kann die Höhe damit mit einer Messgenauigkeit von bis zu ±2 nm er-
mittelt werden. Die Kenntnis der z-Position eines Partikels an einer Mikropipette ermöglicht
die aktive Kompensation von deren Drift, was in Langzeitexperimenten von entscheidender
Bedeutung ist.
Damit waren die Voraussetzungen für die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Tau-
Peptiden mit verschiedenen Phosphorylierungsmustern und den monoklonalen Antikörpern
HPT-104, HPT-110 sowie HPT-101 auf der Ebene einzelner Bindungen gegeben. Das Sys-
tem aus kleinen, synthetischen Tau-Peptiden bietet die Option, die Auswirkung geringfügiger
Variationen wie der Änderung des Phosphorylierungsmusters auf die speziﬁsche Erkennung
durch monoklonale Antikörper zu analysieren. Die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylie-
rung von Proteinen spielt eine bedeutsame Rolle in der Regulation zellulärer Prozesse [194].
Auch das Tau-Protein wird durch reversible Phosphorylierung reguliert [178]. Im Fall der
Alzheimer-Krankheit tritt eine Hyperphosphorylierung auf [118, 178, 189]. Die hier unter-
suchten Tau-Peptide beinhalten die Phosphorylierungsstellen Thr231 und Ser235, die nach
Literaturangaben [120, 121] charakteristisch für Alzheimer sind (vgl. Kapitel 4.1.3).
Die Charakterisierung der einzelnen Wechselwirkungen erfolgte jeweils anhand der Bin-
dungshäuﬁgkeiten hB sowie durch dynamische Kraftspektroskopie. Die erste Methode gibt
dabei Informationen über eine relative Assoziationsrate. Das Ergebnis kann jedoch maßgeb-
lich von den Assoziationsraten freier Moleküle in Lösung abweichen, da die interagierenden
Moleküle hier auf der Oberﬂäche von Kolloiden verankert sind und durch deren Annäherung
in Kontakt gebracht werden. Zudem ist ein Vergleich von hB für verschiedene Kolloidpaare nur
möglich, wenn ähnliche Beladungsdichten mit den jeweiligen Molekülen sichergestellt werden
können. Die dynamische Kraftspektroskopie gibt mit den Parametern Lebenszeit der unbelas-
teten Bindung τ0, charakteristische Länge xts und freie Aktivierungsenergie der Dissoziation
ΔG Aufschlüsse über die Energielandschaft der jeweiligen Bindung. Die Auswertung der Mes-
sergebnisse erfolgte mithilfe des Modells von Dudko et al. (DHS-Modell) [85]. Dieses stellt eine
Erweiterung des Bell-Evans-Modells [156, 157] dar und ermöglicht im Gegensatz zu letzterem
die Bestimmung der freien Aktivierungsenergie [158]. Die resultierenden Bindungsparameter
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τ0 und xts wurden mit den Ergebnissen eines in der Literatur häuﬁg verwendeten, auf dem
Bell-Evans-Modell basierenden Verfahrens verglichen. Dabei zeigte sich, dass die ermittelten
Parameter im Rahmen der Messgenauigkeit übereinstimmen, das DHS-Modell jedoch bei der
vorliegenden Statistik eine genauere Bestimmung der Bindungsparameter ermöglicht.
Für die speziﬁschen Wechselwirkungen zwischen HPT-101 und dem biphosphorylierten Tau-
Peptid sowie zwischen HPT-104 bzw. HPT-110 und den Peptiden, die eine Phosphorylierung
an Thr231 bzw. Ser235 enthalten, wurden die größten Bindungshäuﬁgkeiten hB ermittelt.
Dies ist in qualitativer Übereinstimmung mit den Ergebnissen einer immunochemischen Me-
thode (ELISA), die nur diese speziﬁschen Wechselwirkungen detektiert (vgl. Kapitel 4.1.3).
Allerdings zeigten sich in den Untersuchungen mit optischer Pinzette auch Bindungsereignis-
se zwischen den Antikörpern und den Tau-Peptiden, welche die jeweilige speziﬁsch erkannte
Phosphorylierung nicht beinhalten. Die Ursache dafür könnten beispielsweise hydrophobe oder
geladene Stellen auf der Oberﬂäche der Moleküle sein. Diese Bindungsereignisse, die im ELISA
nicht erkennbar sind, wurden hier als unspeziﬁsche Wechselwirkungen deﬁniert. Es soll hier
noch einmal erwähnt werden, dass es sich dabei um eine Festlegung innerhalb dieser Arbeit
handelt. Es gibt keine allgemein gültige Abgrenzung zwischen „speziﬁschen“ und „unspezi-
ﬁschen“ Bindungen, da beide auf denselben physikalischen Wechselwirkungen beruhen (vgl.
Kapitel 3.1). Aus der Literatur ist bekannt, dass speziﬁsche Bindungen häuﬁg von solchen
unspeziﬁschen Wechselwirkungen überlagert werden. Darüber hinaus kann sogar davon aus-
gegangen werden, dass die Wechselwirkungen zwischen Proteinen generell nicht ausschließlich
von speziﬁschen Bindungsstellen bestimmt werden [145].
Für HPT-104 und HPT-110 zeigten sich deutliche Unterschiede in den Bindungshäuﬁgkei-
ten speziﬁscher und unspeziﬁscher Wechselwirkungen. Mittels dynamischer Kraftspektrosko-
pie konnten die Bindungsparameter der speziﬁschen Wechselwirkungen bestimmt werden. Es
stellte sich heraus, dass die Abrisskraftverteilungen der unspeziﬁschen Wechselwirkungen in
den Histogrammen der speziﬁschen Bindungen enthalten sind. Unter der Annahme einer Über-
lagerung nach dem Prinzip einer ausschließenden Disjunktion („exklusives Oder“) erlaubt die
Kenntnis des Einﬂusses der jeweiligen unspeziﬁschen Wechselwirkungen, diese durch Subtrak-
tion von den speziﬁschen Bindungen abzugrenzen. Dadurch konnten gezielt die Bindungsereig-
nisse, die auf speziﬁschen Wechselwirkungen zwischen Epitop und Bindungsstelle am Antikör-
per basieren, charakterisiert werden. Die Auswertung der Daten nach dieser Korrektur ergab
eine deutliche Veränderung der Bindungsparameter. Diese äußerte sich beispielweise darin,
dass die korrigierten Abrisskraftverteilungen der speziﬁschen Bindungen schmaler und zu hö-
heren Kräften hin verschoben sind und damit langlebigeren Wechselwirkungen entsprechen.
Dieses Ergebnis zeigt, dass der Beitrag der unspeziﬁschen Wechselwirkungen eine Verzerrung
verursacht [238].
Im Fall von HPT-101 zeigte sich, dass zwischen der speziﬁschen Bindung an das biphos-
phorylierte Tau-Peptid und den unspeziﬁschen Wechselwirkungen mit dem an Thr231 bzw.
an Ser235 monophosphorylierten Tau-Peptid nur geringe Unterschiede in den Bindungshäu-
ﬁgkeiten bestehen. Vor allem wird das an Thr231 phosphorylierte Peptid im Rahmen des
Messfehlers genauso häuﬁg erkannt wie das biphosphorylierte Tau-Peptid. Die Untersuchung
dieser Wechselwirkungen mit dynamischer Kraftspektroskopie ergab hingegen, dass die spe-
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ziﬁsche Bindung eine mehrfach größere Lebenszeit aufweist. Ebenso nahmen auch die freie
Aktivierungsenergie ΔG sowie der Median der Abrisskraft F deutlich größere Werte an. Al-
lerdings wurde festgestellt, dass die Abrisskraftverteilungen der unspeziﬁschen Bindungen in
diesem Fall nicht in den Verteilungen der speziﬁschen enthalten sind.
Entsprechend der Epitopkartierung (s. Tab. 4.2, Kapitel 4.1.3) liegt bei den Wechselwirkun-
gen von HPT-101 mit den monophosphorylierten Peptiden nur jeweils ein Teil der Bindungs-
stelle vor. Allerdings konnte die Hypothese, dass die starke Bindung an das biphosphorylierte
Peptid durch Addition dieser schwächeren Bindungen beschrieben werden kann, nicht be-
stätigt werden. Die Bindung an Teilbereiche des Epitops erwies sich als deutlich schwächer.
Daraus wurde gefolgert, dass der Modus der speziﬁschen Bindung ein vollständiges Epitop
voraussetzt. Dies lässt eine Beeinﬂussung der Peptidkonformation durch die Phosphorylierun-
gen oder eine „induzierte Passung“ vermuten.
Des Weiteren wurde die Aﬃnität der Bindungen zwischen HPT-101 und den verschiedenen
Tau-Peptiden verglichen. Die Aﬃnität ist durch die Assoziationskonstante Ka gegeben und
beschreibt das Gleichgewicht der Bindungsreaktion. Diese Größe kann mit dem dynamischen
Einzelmolekülansatz nicht direkt gemessen werden. Allerdings ist die Aﬃnität durch die Re-
lation Ka = kon/k0oﬀ = konτ0 mit den kinetischen Ratenkonstanten verbunden. Wie oben
erläutert, folgt τ0 direkt aus der dynamischen Kraftspektroskopie, während die Bindungshäu-
ﬁgkeiten hB die Ermittlung einer relativen Assoziationsrate kon ermöglichen. Insofern konnte
die relative Aﬃnität Krelativa der speziﬁschen Bindungen ermittelt werden. Mit einem Unter-
schied von einer bzw. zwei Größenordnungen im Vergleich zu den monophosphorylierten Pep-
tiden manifestierte sich die Speziﬁtät von HPT-101 für das biphosphorylierte Peptid in dieser
Größe am deutlichsten. Dies steht im Einklang mit dem eindeutigen Ergebnis des ELISA (vgl.
Kapitel 4.1.3, Abb. 4.7). Dabei ist allerdings zu beachten, dass in der Untersuchung mittels
optischer Pinzetten sowohl Rezeptor als auch Ligand auf der Oberﬂäche von Kolloiden veran-
kert sind. Im ELISA hingegen sind die Antikörper frei beweglich. Wie in Kapitel 3.5 erläutert,
kann eine Verankerung die Eigenschaften der Bindung, beispielsweise durch den Einﬂuss der
Oberﬂäche oder durch die Einschränkung der Beweglichkeit des Moleküls, verändern.
Für die Bestimmung der Bindungshäuﬁgkeiten ist das Sicherstellen einer vergleichbaren
Beladungsdichte der untersuchten Kolloide ein zentraler Punkt. Jedoch können diese Werte
auch bei identischen präparativen Abläufen bei einzelnen Partikeln stark variieren. Dies hat
eine Vergrößerung der Messunsicherheit bei der Bestimmung von hB zur Folge (vgl. Kapitel
7.2.1 und 7.3.1), die sich ebenfalls bei der Bestimmung von Krelativa fortpﬂanzt. Eine Mög-
lichkeit, um diese Variabilitäten zu verringern, stellt das Auswählen von Kolloiden ähnlicher
Beladungsdichte dar. Dies kann beispielsweise mithilfe des zum Sortieren von Zellen etablier-
ten Verfahrens FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) realisiert werden. Diese Methode
ermöglicht eine Aufteilung mikroskopischer Objekte anhand von deren Fluoreszenzintensität.
Nach der Markierung von Rezeptor- bzw. Ligandmolekülen mit Fluoreszenzfarbstoﬀen wäre
es mit diesem Verfahren möglich, Kolloide mit vorgegebener Beladungsdichte auszuwählen.
Damit könnten hB und Krelativa genauer bestimmt werden. Möglicherweise würden sich dann
auch bei den Bindungshäuﬁgkeiten von HPT-101 an die verschiedenen Tau-Peptide signiﬁ-
kante Unterschiede auﬂösen lassen [251].
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Das zweite Teilgebiet dieser Arbeit stellte die Untersuchung der Wechselwirkungen von
TmHU und oPrPC mit einem einzelnen DNA-Strang dar. Die Ergebnisse zur Kondensation
von DNA unter dem Einﬂuss des Architekturproteins TmHU wurden in Wagner et al. [216]
veröﬀentlicht. Wie die Wechselwirkungen zwischen Tau-Peptiden und monoklonalen Antikör-
pern basiert die Anbindung von Proteinen an DNA ebenfalls auf speziﬁschen Bindungen (s.
Kapitel 3.1). In den Experimenten wurde ein DNA-Molekül zwischen zwei Kolloiden aufge-
spannt und während der Zugabe der jeweiligen Proteinlösung mit konstanter Kraft gehalten.
Mit dieser Methode war es möglich, den zeitlichen Verlauf von Änderungen des Ende-zu-Ende-
Abstandes der DNA direkt zu verfolgen.
Es zeigte sich, dass die vorgespannte DNA durch den Einﬂuss von TmHU innerhalb weni-
ger Sekunden auf bis zu 30% ihrer Konturlänge verkürzt wird. Diese Kondensationsreaktion
verläuft bei Kräften von 2 pN bzw. 5 pN in zwei Phasen. Der Großteil der Verkürzung erfolgt
dabei mit einer annähernd konstanten Geschwindigkeit. Danach folgt eine weitere, langsa-
mere, diskontinuierliche Verringerung des Ende-zu-Ende-Abstandes, bis die endgültige Länge
erreicht ist. Die Verkürzung der DNA sowie die Rate des Prozesses weisen des Weiteren ei-
ne ausgeprägte Abhängigkeit von der Proteinkonzentration mit einer Schwellkonzentration
zwischen 10μg/mL und 20μg/mL auf. Darauf basierend wurde die Vermutung aufgestellt,
dass es sich um einen kooperativen Bindungsmodus handelt. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Salomo et al. [74] und Esser et al. [122] (vgl. Kapitel 4.2.2). Die beobachte-
te Konzentrationsabhängigkeit entspricht dabei den Ergebnissen rasterkraftmikroskopischer
Untersuchungen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Kondensationsreaktion durch die
angelegte Kraft beeinﬂusst wird. So verhindern Kräfte über 5 pN die zweite Reaktionsphase.
Bei 40 pN tritt fast keine Verkürzung auf.
Unter zusätzlicher Einbeziehung der Ergebnisse einer SMD-Simulation sowie einer raster-
kraftmikroskopischen Untersuchung konnte damit ein Modell für den Verlauf der Kondensa-
tionsreaktion bei einer Kraft von 2 pN erstellt werden. Dieses beinhaltet, dass die Verkürzung
in der ersten Phase um etwa 58% von einer primären Anbindung von TmHU nach einer aus
der Literatur bekannten, antiparallelen Anordnung [75, 127] hervorgerufen wird. Nach einer
vollständigen Belegung der DNA ﬁndet die diskontinuierliche zweite Phase statt, wobei der
TmHU/DNA-Komplex eine Überstruktur ausbildet. Deren Existenz wurde bereits in der Li-
teratur vorhergesagt [74]. Die Ergebnisse zeigen, dass eine starke Wechselwirkung zwischen
TmHU und DNA existiert und ein dichtgepackter Komplex ausgebildet wird. Dies entspricht
der vermuteten Funktion des Histon-ähnlichen Proteins in der Organisation und dem Schutz
des Genoms von T. maritima (vgl. Kapitel 4.2.2) [122, 127].
Im Gegensatz zu TmHU stellt oPrPC kein Architekturprotein dar. Dennoch ﬁnden sich
in der Literatur Hinweise darauf, dass dieses Protein die Entstehung kondensierter DNA-
Strukturen hervorruft [248]. Zusätzlich zu der Methodik, die bei der Untersuchung des Ein-
ﬂusses von TmHU zum Einsatz kam, kam bei oPrPC eine Kombination der optischen Pinzette
mit einer Nanokapillare zum Einsatz. Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass der
resultierende DNA/oPrPC-Komplex eine negative Oberﬂächenladung aufweist und sich in sei-
nem Volumen und seiner Ladung von reiner DNA unterscheidet. Damit konnte die Existenz
einer Wechselwirkung bewiesen werden.
145
9 Zusammenfassung und Ausblick
Bei der Untersuchung des Ende-zu-Ende-Abstands der DNA sowie der Kraft-Abstands-
abhängigkeit zeigte sich jedoch keine von oPrPC hervorgerufene Veränderung. Diese Ergebnis-
se deuten darauf hin, dass es sich bei der Anbindung von oPrPC an DNA um eine oberﬂächliche
Wechselwirkung mit nur geringer Bindungsenergie handelt, welche die Struktur der DNA im
Rahmen der Messgenauigkeit nicht beeinﬂusst. Auch hier zeigte sich damit ein Zusammenhang
mit der vermuteten biologischen Funktion dieser Wechselwirkung. Nach der Multikomponen-
tenhypothese [131, 133] wird angenommen, dass eine Wechselwirkung mit Nukleinsäuren zu
einer Umfaltung in PrPSc beiträgt (vgl. Kapitel 4.2.3). Mit den hier verwendeten Methoden
ist es jedoch nicht möglich, eine Aussage darüber zu treﬀen, ob die Struktur des oPrPC durch
den Kontakt mit DNA eine Änderung erfährt. Allerdings setzt ein solcher Prozess keine lang-
lebige, starke Bindung voraus. Ein dichtgepackter Komplex könnte sogar ein Hindernis für die
Anlagerung von PrPSc darstellen. Daraus folgt, dass die hier vorgestellten Ergebnisse mit der
Multikomponentenhypothese vereinbar sind.
Allgemein lässt sich zusammenfassen, dass die hier genutzte Methode des Aufspannens eines
DNA-Moleküls zwischen zwei Kolloiden die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen DNA
und Proteinen, die den Ende-zu-Ende-Abstand der DNA oder deren elastisches Verhalten be-
einﬂussen, ermöglicht. Dabei kommen insbesondere die Vorteile der optischen Pinzette zum
Tragen, die einerseits eine Genauigkeit von ±2 nm in der Positionierung von Mikropartikeln
und eine Kraftauﬂösung von bis zu ±50 fN aufweist, zum anderen aber auch das in drei Dimen-
sionen freie Halten des DNA-Moleküls im Umgebungsmedium ermöglicht. Bei Proteinen wie
oPrPC hingegen, die weder den Ende-zu-Ende-Abstand der DNA noch deren Persistenzlänge
messbar verändern, erwies sich die Kombination einer Nanokapillare als notwendig.
Zur Charakterisierung der Wechselwirkungen von Tau-Peptiden und phosphorylierungsspe-
ziﬁschen anti-Tau-Antikörpern wurde in dieser Arbeit eine Methode etabliert, die eine Unter-
suchung auf der Ebene einzelner Bindungen ermöglicht. Die Ergebnisse sind im Einklang mit
ELISA-Messungen, geben aber zusätzlich einen tieferen Einblick in die Eigenschaften solcher
Wechselwirkungen. Da eine Vielzahl biologischer Vorgänge sowie diagnostischer Methoden auf
dem Prinzip speziﬁscher Wechselwirkungen beruhen, ergeben sich zahlreiche mögliche Einsatz-
bereiche für die Anwendung dieser auf optischen Pinzetten basierenden Einzelmolekültechnik.
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A Anhang
A.1 Protokoll zur Synthese von biotinylierter DNA mit
mehrfacher Digoxigenin-Markierung
Zur Synthese von DNA mit mehrfacher Digoxigenin-Markierung (vgl. Kapitel 6.2) werden zu-
erst mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) zwei verschiedene DNA-Fragmente hergestellt,
von denen eines an einem Ende biotinyliert ist, während das andere mehrfach mit Digoxi-
genin markiert ist. Zur Durchführung der PCR wird im ersten Schritt die doppelsträngige
DNA durch Erhitzen in Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). Dann wird die Tempera-
tur auf einen Wert gesenkt, der eine speziﬁsche Anlagerung der Primer an die DNA erlaubt
(Annealing). Danach füllt die Polymerase den DNA-Strang beginnend am 3’-Ende des ange-
lagerten Primers mit freien Nukleotiden (dNTP-Mix, besteht aus je 10 mmol/L dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) auf (Elongation).
Synthese des biotinylierten DNA-Fragments mittels PCR
Für die Synthese kommen die im Folgenden aufgeführten Primer zum Einsatz. Während der
Vorwärtsprimer die HindIII-Restriktionsschnittstelle enthält, ist der Rückwärtsprimer bioti-
nyliert.
Primer (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
Bezeichnung Sequenz
HindIII_3423_for2 5’-CGGAAGCTTAGCGTCGAGATCCCGGACA-3’
4000_rev 5’-Bio-TGATTGCCCGACATTATCGC-3’
PCR-Ansatz: - 5μL Taq-Puﬀer 10x ((NH4)2SO4)
- 3μL MgCl2
- 2μL dNTP-Mix
- 1μL Template pET28+ (20 ng/μL)
- 2μL Primer HindIII_3423_for2 und 4000_rev (100 pmol/mL)
- 36μL Wasser
- 1μL Fire Pol R© DNA-Polymerase (5 U/μL, Solis BioDyne, Tartu, Estland)
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Die PCR wurde nach folgendem Temperaturproﬁl durchgeführt:
1. 120 s / 95◦C Denaturierung
2. 60 s / 95◦C Denaturierung
3. 60 s/ 62◦C Annealing
4. 240 s / 72◦C Elongation
5. 30-fache Wiederholung der Schritte 2 bis 4
6. 120min / 72◦C Elongation
Das Aufreinigen des PCR-Ansatzes erfolgte mit dem Nucleo Spin II -Kit (Macherey-Nagel,
Düren, Deutschland). Das Resultat ist eine DNA der Länge von 3423 bp, die am einen Ende
biotinyliert ist und am anderen die HindIII-Restriktionsschnittstelle enthält.
Synthese des mehrfach Digoxigenin-markierten DNA-Fragments mittels PCR
Das mehrfach Digoxigenin-markierte Fragment wird so gewählt, das sich die HindIII-Restrik-
tionsschnittstelle in der Mitte des Fragmentes beﬁndet, damit die resultierenden Teilfragmente
gleichermaßen weiterverarbeitet werden können. Folgende Primer kommen zum Einsatz:
Primer (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
Bezeichnung Sequenz
pblue_1136bp_for 5’-GACCGAGATAGGGTTGAATA-3’
pblue_1136bp_rev 5’-TTTGTGATGCTCGTCAGGGG-3’
Für die Synthese werden zusätzlich zu den Nukleotiden im dNTP-Mix spezielle Nukleotide mit
Digoxigenin-Markierung verwendet (Digoxigenin-11-dUTP, Roche, Mannheim, Deutschland).
PCR-Ansatz: - 20μL Taq-Puﬀer 10x ((NH4)2SO4)
- 12μL MgCl2
- 1μL Digoxigenin-11-dUTP (1:5 modiﬁziert:unmodiﬁziert)
- 2μL dNTP-Mix
- 1μL Template pBluescript (120 ng/μL)
- 2μL Primer pblue_1136bp_for und _rev (100 pmol/mL)
- 154μL Wasser
- 4μL Fire Pol R© DNA-Polymerase (5 U/μL, Solis BioDyne, Tartu, Estland)
Die PCR wurde nach folgendem Temperaturproﬁl durchgeführt:
1. 120 s / 95◦C Denaturierung
2. 60 s / 95◦C Denaturierung
3. 60 s/ 59◦C Annealing
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4. 90 s / 72◦C Elongation
5. 30-fache Wiederholung der Schritte 2 bis 4
6. 300min / 72◦C Elongation
Nach dem Aufreinigen mit dem Nucleo Spin II -Kit (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland)
erhält man ein DNA-Fragment mit mehrfacher Digoxigenin-Markierung, das eine Länge von
1136 bp aufweist.
Ligation des biotinylierten und des mehrfach Digoxigenin-markierten DNA-Fragments
Zur Herstellung eines DNA-Stranges, der an den Enden mit Biotin bzw. mit mehreren Di-
goxigeninmolekülen markiert ist, werden die beiden Fragmente mit dem Restriktionsenzym
Hind III verdaut (Schnittstelle: A’ACGT’T). Dazu werden jeweils 2μL des biotinylierten bzw.
16μL des Dioxigenin-markierten Fragments für 30min bei 37◦C mit 2μL Puﬀer und 2μL
Fast Digest HindIII (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) inkubiert. Die Produkte werden
durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, wonach die benötigten Fragmente mithilfe des
Zymoclean-Kits (Zymo Research, Irvine, USA) aus dem Gel extrahiert werden.
Den letzten Schritt stellt die Ligation der verdauten Fragmente dar. Dafür werden 16μL
des biotinylierten, mit HindIII verdauten Fragments und 4μL dessen mit Digoxigeninmar-
kierung mit 6μL Rapid Lig-Puﬀer, 2μL Ligase und 2μL Wasser auf Gel aufgetragen. Nach
einer Inkubationszeit von 16h bei 16◦C wird der Ansatz ausgeschnitten und eluiert. Durch
Gelextraktion mit dem Zymoclean-Kit kann dann die Biotin- und Digoxigenin-markierte DNA
mit einer Gesamtlänge von etwa 4000 bp isoliert werden.
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A.2 Protokoll zur Bestimmung der Beladungsdichte von
Kolloiden mit DNA
Um die Beladungsdichte von Kolloiden mit DNA zu bestimmen, wurde die Beschichtung
wie in Kapitel 6.3.4 beschrieben durchgeführt, allerdings unter Zugabe verschiedener DNA-
Konzentrationen cDNA. Die maximal mögliche Anzahl an DNA-Molekülen pro Kolloid Nmax
ist durch das Verhältnis aus zugegebener DNA NDNA und Kolloidzahl NKolloid gegeben. Mit
der Kenntnis des Volumens der zugegebenen DNA, VDNA, deren Molekulargewicht, MDNAr ,
des Volumens der Kolloidlösung, VKolloid, deren Massenanteil, w, der Partikeldichte, ρKolloid,
und des -radius, rKolloid, lässt sich diese berechnen:
Nmax =
NDNA
NKolloid
=
VDNA · cDNA ·NA · (MDNAr )−1
VKolloid · w · (ρKolloid · 34π · r3Kolloid)−1
, (A.1)
wobei NA der Avogadro-Konstante entspricht.
Nach der Inkubation der Streptavidin-beschichteten Kolloide mit DNA wird die Probe für
20 s bei 3500 x g zentrifugiert. Dadurch erreicht man die Sedimentation der Kolloide, während
die ungebundene DNA im Überstand verbleibt. Deren Konzentration cÜ wird dann mit dem
Nanodrop bestimmt. Eine Referenzprobe wird hergestellt, indem statt der Kolloidlösung das
Volumen VKolloid an PBS-Puﬀer (s. Kapitel 6.3.3) zugegeben wird. Auch die Konzentration
dieser Probe, cR, wird mithilfe des Nanodrops bestimmt. Daraus lässt sich die mittlere Anzahl
der pro Kolloid gebundenen DNA-Moleküle wie folgt berechnen:
NDNA/Kolloid =
(
cR · Vgesamt − cÜ · Vgesamt
) ·NA · (MDNAr )−1
NKolloid
(A.2)
mit Vgesamt = VDNA + VKolloid.
Um sicherzustellen, dass dieser Ansatz verlässliche Ergebnisse liefert, wurde NKolloid bei
konstanter Zugabe an DNA (innerhalb des linearen Bereichs, s. Abb. ) variiert. Danach
wurde NDNA/Kolloid jeweils wie oben beschrieben ermittelt. Eine indirekte Proportionalität
NDNA/Kolloid ∝ 1/NKolloid konnte wie erwartet bestätigt werden.
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